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La pasteurelosis neumónica es una de las enfermedades que tiene mayor 
impacto económico en la producción del ganado ovino en todo el mundo y una de las 
más importantes enfermedades en la etapa neonatal. M. haemolytica y P. multocida 
son los principales agentes bacterianos asociados a estos procesos en los pequeños 
rumiantes. El objetivo principal de este estudio fue la caracterización genética de los 
aislados de M. haemolytica y P. multocida asociados a las lesiones neumónicas 
características de la pasteurelosis neumónica en ovino con la finalidad de contribuir a 
la mejora del diagnóstico y del diseño de vacunas para la prevención de estos 
procesos en ovino. Para ello se utilizaron técnicas de tipificación molecular como el 
“multilocus sequence typing” (MLST), electroforesis de campo pulsado (PFGE) y los 
perfiles de virulencia (“virulotyping”). 
En los 121 aislados de M. haemolytica analizados se detectaron un total de 
12 STs mediante MLST. Los STs más frecuentes fueron ST16 (50/121; 41,3%), ST 28 
(29/121; 24,0%) y ST8 (19/121; 15,7%). Las diferencias en las frecuencias y 
distribución de ST entre aislados de pulmones con y sin lesiones neumónicas no 
fueron estadísticamente significativas (P> 0.05). Estos tres STs representan el 27% de 
los aislados de oveja, el ST16 y ST8 representan casi un tercio de los aislados de cabra 
incluidos en la base de datos MLST de M. haemolytica lo que indica una amplia 
distribución de estos genotipos en pequeños rumiantes. Además, esto unido a que 
estos STs no se han identificado en aislados bovinos sugiere la adaptación de ciertos 
linajes genéticas de M. haemolytica a pequeños rumiantes. 
Mediante análisis e-BURST, el 54,5% de los aislados de M. hemolytica se 
agruparon en tres complejos clonales: CC28 (31 aislados, 25,6%), CC8 (29 aislados, 
24,0%) y el CC4 (6 aislados, 5,0%). Además, el 41,0% de los aislados (50/121) 
pertenecieron al singleton ST16. La estructura poblacional observada mediante e-
BURST se mantuvo al realizar un análisis mediante neighbor-joining a partir de las 
secuencias concatenadas de los siete loci del esquema MLST  donde la mayoría de los 
aislados se agruparon en dos grupos genéticos (Gg1 y Gg2). Los 69 aislados 
procedentes de pulmones con lesiones neumónicas generaron 48 perfiles PFGE, y los 
41 aislados procedentes de pulmones sin lesiones neumónicas generaron 27 perfiles 
PFGE, lo que implica una DG de 0,69 y 0,66, respectivamente (P> 0,05). En cuanto al 
análisis de los perfiles de virulencia, cinco perfiles de virulencia incluyeron el 64% y el 
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65,2% de los aislados de M. haemolytica de pulmones con y sin lesiones neumónicas, 
respectivamente. No se detectaron diferencias significativas entre los perfiles de 
virulencia de los aislados procedentes de lesiones neumónicas y los procedentes de 
pulmones sin lesiones, excepto el perfil 1 que fue significativamente más frecuente 
en los aislados no neumónicos. Estos resultados indican que las poblaciones de M. 
haemolytica procedentes de lesiones neumónicas y de pulmones sin lesiones son 
poblaciones genéticamente homogéneas. La similitud genética de estas poblaciones 
y el grado de diversidad genética indican que son múltiples las cepas que pueden 
producir la lesión en los corderos y confirmarían la hipótesis generalmente aceptada 
de que los casos individuales de neumonía en los ovinos se deben a cepas de M. 
haemolytica comensales del tracto respiratorio superior que descienden al pulmón 
debido a la actuación de factores estresantes que alteran las defensas del 
hospedador. 
En los 43 aislados de P. multocida analizados se detectaron 16 STs por el 
esquema MLST Multi-host, la mayoría de ellos (13/16) detectados por primera vez en 
P. multocida. Los ST hallados con mayor frecuencia fueron el ST50 (12/43; 27,9%) y el 
ST19 (11/43; 25,6%), que engloban el 53,5% de los aislados. En el análisis filogenético 
mediante el método neighbor-joining de las secuencias concatenadas de los 7 genes 
de los STs de la base de datos, al igual que en el análisis e-BURST, se detectaron dos 
grupos genéticos, el GgOv1 que incluyó los aislados del ST19 y GgOv2 que incluyó los 
del ST50. Estos grupos genéticos incluían exclusivamente STs detectadas en 
rumiantes, mayoritariamente ovino, según la base de datos pública del MLST Multi-
host, lo que sugiere una adaptación específica de estos grupos al ovino. Por el 
sistema MLST RIRDC de P. multocida se detectaron 7 STs diferentes, tres de ellas 
(ST95RIRDC, ST131RIRDC, ST203RIRDC) detectados previamente solo en neumonía de ovino 
y un aislado de caprino, y el resto identificadas por primera vez confirmando la 
posible adaptación de estos genotipos a los pequeños rumiantes. El tipo capsular A 
se asoció de manera estadísticamente significativa (P < 0,05) al ST50 y el tipo 
capsular D al ST19. En función de la presencia o ausencia de los genes asociados a 
virulencia analizados en este estudio, los aislados se clasificaron en cinco perfiles de 
virulencia distintos, siendo el perfil tbpA+/toxA+ el identificado con mayor 
frecuencia. La presencia del antígeno de la toxina PMT se detectó en el 93,1 % de los 
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aislados toxA positivos. La presencia del gen toxA en combinación con el tbpA, 
específico de rumiantes, y su asociación con el tipo capsular A, indican que estas 
cepas ovinas son genéticamente distintas de las cepas toxigénicas asociadas a la 
rinitis atrófica porcina.  Además, en este estudio se ha comprobado que aislados de 
P. multocida portadores del gen toxA  expresan la toxina PMT detectable por ELISA, 
demostrando la capacidad toxigénica de estas cepas. 
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Pneumonic pasteurellosis is one of the diseases that has the greatest 
economic impact on sheep production worldwide and one of the most important 
diseases in the neonates. M. haemolytica and P. multocida are the main bacterial 
agents associated with these processes in small ruminants. The main objective of this 
study was the genetic characterization of the isolates of M. haemolytica and P. 
multocida associated with the pneumonic lesions characteristic of the pneumonic 
pasteurellosis in sheep with the purpose of contributing to the improvement of the 
diagnosis and vaccine design for the prevention of these conditions in sheep. For this, 
molecular typing techniques such as "multilocus sequence typing" (MLST), pulsed 
field electrophoresis (PFGE) and virulence profile typing ("virulotyping") were used. 
In the 121 isolates of M. haemolytica analyzed a total of 12 STs were detected by 
MLST. The most frequent STs were ST16 (50/121, 41.3%), ST 28 (29/121, 24.0%) and 
ST8 (19/121, 15.7%). The differences in frequencies and distribution of ST between 
lung isolates with and without pneumonic lesions were not statistically significant (P> 
0.05). These three TS represent 27% of the sheep isolates, ST16 and ST8 represent 
almost a third of the goat isolates included in the MLST database of M. haemolytica, 
which indicates a wide distribution of these genotypes in small ruminants. 
Furthermore, this, together with the fact that these STs have not been identified in 
bovine isolates, suggests the adaptation of certain genetic lineages of M. haemolytica 
to small ruminants. 
In e-BURST analysis, 54.5% of M. hemolytica isolates were grouped into three 
clonal complexes: CC28 (31 isolates, 25.6%), CC8 (29 isolates, 24.0%) and CC4 (6 
isolates, 5.0%). In addition, 41.0% of the isolates (50/121) belonged to the ST16 
singleton. The population structure observed by e-BURST was maintained when 
performing a neighbor-joining analysis from the concatenated sequences of the 
seven loci of the MLST scheme where most of the isolates were grouped into two 
genetic groups (Gg1 and Gg2). The 69 isolates from lungs with pneumonic lesions 
generated 48 PFGE profiles and the 41 isolates from lungs without pneumonic lesions 
generated 27 PFGE profiles, which implies a GD of 0.69 and 0.66, respectively (P> 
0.05). Regarding the analysis of virulence profiles, five virulence profiles included 64% 
and 65.2% of M. haemolytica isolates of lungs with and without pneumonic lesions, 
respectively. No significant differences were detected between the virulence profiles 
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of the isolates from pneumonic lesions and those from lungs without lesions, except 
profile 1, which was significantly more frequent in non-pneumonic isolates. These 
results indicate that populations of M. haemolytica from pneumonic lesions and 
lungs without lesions are genetically homogeneous populations. The genetic 
similarity of these populations and the degree of genetic diversity indicate that there 
are multiple strains that can cause this disease in lambs and confirm the generally 
accepted hypothesis that individual cases of pneumonia in sheep are due to strains of 
M. haemolytica commensals of the upper respiratory tract that descend to the lung 
due to the action of stressors that alter the host's defenses. 
 In the 43 isolates of P. multocida analyzed, 16 STs were detected by the 
MLST Multi-host scheme, most of them (13/16) detected for the first time in P. 
multocida. The ST most frequently found were ST50 (12/43, 27.9%) and ST19 (11/43, 
25.6%), which encompass 53.5% of the isolates. In the phylogenetic analysis by 
means of the neighbor-joining method of the concatenated sequences of the 7 genes 
of the STs of the database, as in the e-BURST analysis, two genetic groups were 
detected, the GgOv1 that included the isolates of the ST19 and GgOv2 that included 
those of the ST50. These genetic groups included exclusively STs detected in 
ruminants, mostly sheep, according to the MLST Multi-host public database, which 
suggests a specific adaptation of these groups to sheep. In the MLST analysis by the 
RIRDC system of P. multocida 7 different STs were detected, three of them (ST95RIRDC, 
ST131RIRDC, ST203RIRDC) previously detected only in isolates from pneumonia of sheep 
and a goat, and the rest identified for the first time confirming the possible 
adaptation of these genotypes to small ruminants. Capsular type A was associated 
statistically significantly (P < 0.05) with ST50 and capsular type D with ST19. 
Depending on the presence or absence of the genes associated with virulence 
analyzed in this study, the isolates were classified into five distinct virulence profiles, 
with the tbpA+/toxA+ profile being the one most frequently identified. The presence 
of the PMT toxin antigen was detected in 93.1% of the toxA positive isolates. The 
presence of the toxA gene in combination with tbpA, specific to ruminants, and its 
association with capsular type A, indicate that these ovine strains are genetically 
distinct from the toxigenic strains associated with porcine atrophic rhinitis. In 
addition, in this study it has been proven that P. multocida isolates carrying the toxA 
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gene express the PMT toxin detectable by ELISA, demonstrating the toxigenic 
capacity of these strains. 
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PASTEURELOSIS NEUMÓNICA OVINA  
 
La pasteurelosis neumónica es una de las infecciones bacterianas más comunes 
en el ganado ovino y la enfermedad respiratoria  más  importante (Donachie, 2007). Se 
trata de una enfermedad de distribución mundial (Donachie, 2007; Radostits y Done, 
2007; Constable et al., 2016), descrita en ovino por primera vez en 1931 (Dungal, 1931). 
La pasteurelosis neumónica ovina es un proceso bronconeumónico producido por la 
infección pulmonar por bacterias de la Familia Pasteurellaceae, Mannheimia 
haemolytica y Pasteurella multocida (Fodor et al., 1999; Highlander, 2001; Angen et al., 
2002). Ambas bacterias están presentes como comensales y habitantes normales de la 
microbiota nasal y faríngea de rumiantes sanos (Dabo et al., 2007; Rice et al., 2007; 
Boyce et al., 2010; Wilson y Ho, 2013) y ambos organismos se aíslan frecuentemente de 
la nasofaringe y la tráquea, tanto de animales sanos, como enfermos (Ewers et al., 2004; 
Dabo et al., 2007; Rice et al., 2007; Taylor et al., 2010a). M. haemolytica también está 
presente en el medio ambiente, en el pasto y el agua y en las camas de los alojamientos, 
y su supervivencia es prolongada en condiciones de humedad y frio (Radostits y Done, 
2007). Estas bacterias pueden descender al pulmón cuando hay un déficit del estado 
inmunológico del hospedador debido a infecciones concomitantes, presencia de 
factores estresantes y condiciones ambientales adversas (Martín Espada y Cid Vázquez, 
2013). Los brotes se dan en cualquier franja de edad, aunque es más frecuente en 
corderos jóvenes. Los factores de riesgo que facilitan la aparición de brotes son, 
principalmente, un manejo estresante para los animales y los cambios bruscos en las 
condiciones climatológicas que coinciden con final de primavera y de otoño (Radostits y 
Done, 2007). 
La principal característica de este proceso es el desarrollo de lesiones 
bronconeumónicas producidas por la intensa respuesta inflamatoria, de carácter  
fibrinosupurativo y necrotizante (Brogden et al., 1998; Ackermann y Brogden, 2000). En 
los corderos, el brote puede iniciarse en la granja con la aparición de muertes súbitas 
(Donachie, 2007; Radostits y Done, 2007). Si se desarrolla, la neumonía puede tener un 
curso agudo con toxemia, fiebre, depresión y anorexia (Brogden et al., 1998; Donachie, 
2007; Radostits y Done, 2007). Los corderos que sobreviven pueden recuperarse o 
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evolucionar a una forma subclínica de curso crónico, reduciéndose la capacidad 
pulmonar y  la ganancia en peso (Brogden et al., 1998), caracterizada por consolidación 
de los lóbulos apicales y cardíacos del pulmón, en la que predomina el exudado fibrinoso 
y la pleuritis fibrinosa (Radostits y Done, 2007). 
Estos procesos respiratorios, que afectan a los corderos hasta el final del cebo, 
son una de las principales causas de pérdidas económicas en la producción ovina y 
caprina (Brogden et al., 1998; Donachie, 2007; Radostits y Done, 2007) y es aquí donde 
radica su importancia. Estas pérdidas son tanto directas, debido a la mortalidad de 
corderos y los gastos en tratamiento, como indirectas, debidas a la influencia negativa 
de la enfermedad en la ganancia de peso de los corderos (Goodwin et al., 2004; Lacasta 
et al., 2008; Pardon et al., 2013), debidas a retrasos en crecimiento, menor Ganancia 
Media Diaria (GMD), peor Índice de Conversión (IC) o aumento de los decomisos en 
matadero (Goodwin-Ray et al., 2008b). 
ETIOLOGÍA 
Los principales agentes etiológicos bacterianos de la pasteurelosis neumónica en 
rumiantes se consideran M. haemolytica y en menor medida P. multocida (Donachie, 
2007; Quinn et al., 2013; Constable et al., 2016). En la presentación de pasteurelosis 
neumónica en ganado ovino  intervienen además otros agentes que facilitan la aparición 
de neumonía en la especie ovina, tanto bacterias (Histophilus somni y Mycoplasma 
spp.), como virus (Parainfluenza-3, Adenovirus o Virus Respiratorio Sincitial) (Fulton et 
al., 1982; Martin, 1982; Brako et al., 1984; Lehmkuhl et al., 1985; Brogden et al., 1998).  
 La etiología de la pasteurelosis neumónica en ovino está asociada a la unión de 
varios factores que interaccionan para causar la enfermedad: factores propios del 
hospedador (inmunológicos, fisiológicos, etc.), la presencia de los agentes infecciosos ya 
mencionados, y la concurrencia de factores ambientales y de manejo (Brogden et al., 
1998). Entre los factores ambientales predisponentes, generalmente denominados 
como factores de estrés, pueden citarse los siguientes: transporte inadecuado de 
animales, formación de lotes de animales procedentes de diferentes fuentes, tipo de 
estabulación de los animales (hacinamiento), ventilación insuficiente o ineficaz, cambios 
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extremos de temperatura, mal manejo en el destete (Donachie, 2007; Radostits y Done, 
2007; Taylor et al., 2010b). 
EPIDEMIOLOGÍA 
La mayoría de los brotes de pasteurelosis neumónica en Europa afectan tanto a 
ovejas como a corderos. Los brotes suelen comenzar con muertes súbitas, a menudo en 
corderos jóvenes en los que la enfermedad puede tener una presentación septicémica e 
hiperaguda. En animales mayores, la enfermedad afecta más a la cavidad torácica, 
apareciendo lesiones neumónicas y pericarditis. A medida que el brote progresa, 
aparecerán más ovejas con signos clínicos de neumonía, tos ocasional y descarga óculo-
nasal leve (Donachie, 2007). La pasteurelosis neumónica también se puede presentar de 
forma esporádica y no como brote (Donachie, 2007). Además, la pasteurelosis 
neumónica puede afectar tanto a rumiantes domésticos como silvestres (Ackermann y 
Brogden, 2000; Villard et al., 2006; Rice et al., 2007; George et al., 2008; Dassanayake et 
al., 2009; Lawrence et al., 2010; Besser et al., 2013; Posautz et al., 2014).  
La transmisión de la enfermedad en  las explotaciones de rumiantes, tanto en 
bovino como en ovino no está muy clara actualmente. Los brotes de pasteurelosis 
pueden deberse a factores predisponentes que permiten a las bacterias comensales 
superar el sistema inmunitario del hospedador y colonizar el pulmón, al contagio y 
diseminación de un clon virulento, o a un mezcla de ambos mecanismos (Rice et al., 
2007; Taylor et al., 2010b; c).  
La morbilidad de la pasteurelosis neumónica suele ser alta en los corderos y la 
mortalidad variable. En nuestro país, las evidencias clínicas y de matadero indican que la 
neumonía de los corderos es un proceso ampliamente difundido en las explotaciones 
ovinas (Martín Espada y Cid Vázquez, 2013). Los corderos de entre 5 y 12 meses y las 
ovejas en lactación son más susceptibles de enfermar de pasteurelosis neumónica 
(Smith, 1960), en cambio los corderos menores de 2 meses son altamente susceptibles y 
la infección evoluciona rápidamente a una septicemia mucho más severa que puede 
llegar a provocar muertes súbitas sin signos clínicos previos (Radostits y Done, 2007). 
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Los brotes de pasteurelosis neumónica suelen aparecer después de la exposición 
de los animales a otros agentes infecciosos, factores de manejo deficientes 
(principalmente los factores estresantes que tienen un efecto inmunosupresor), y las 
condiciones medio ambientales adversas (Brogden et al., 1998; Donachie, 2007; 
Radostits y Done, 2007).  
En ovino existen pocos estudios sobre los factores de riesgo que intervienen en 
la aparición de brotes de pasteurelosis neumónica, pero existen evidencias de la 
influencia de determinados factores climáticos y de manejo en la presentación de la 
enfermedad, especialmente los que provocan un compromiso en el sistema inmunitario 
de los animales (Martín Espada y Cid Vázquez, 2013).  
Al igual que en ganado bovino (Taylor et al., 2010b), los brotes suelen aparecer 
después de la exposición de los animales a estos factores de riesgo. En animales en 
extensivo los brotes se asocian con cambios bruscos en temperatura y humedad (como 
los correspondientes a finales de primavera, principios de verano, y a principios de 
otoño), o manejo (esquileo, corte de pezuñas, época de cría, cambios en la 
alimentación, época de destete) (Radostits y Done, 2007). En animales en régimen de 
estabulación, los brotes se asocian a cambios bruscos en el manejo (esquileo, cambios 
en la alimentación, mezcla de animales de diferente procedencia, entrada de animales 
nuevos, transporte) y malas condiciones de los alojamientos (Radostits y Done, 2007).  
La concurrencia de otros agentes infecciosos como virus (PI3V, Adenovirus), 
bacterias (Histophilus somni y Mycoplasma spp ) o parasitosis severas que comprometen 
es sistema inmunitario del hospedador, también aumentan el riesgo de aparición de 
pasteurelosis neumónica (Radostits y Done, 2007; Galapero et al., 2016). 
PATOGENIA 
 El desarrollo de pasteurelosis neumónica en ovinos y caprinos es en general 
el mismo que en la pasteurelosis neumónica de bovinos (Radostits y Done, 2007), siendo 
M. haemolytica el patógeno principal en la pasteurelosis neumónica. M. haemolytica es 
comensal del tracto respiratorio superior de los rumiantes, colonizando la nasofaringe y 
las tonsilas de los corderos poco después del nacimiento, principalmente procedente de 
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la madre, pero también del medio ambiente, quedando los animales portadores durante 
toda su vida adulta (Radostits y Done, 2007). M. haemolytica también está presente en 
la hierba y en el agua en áreas de pastoreo y en la cama de los corrales, además, la 
supervivencia del agente en el medio se prolonga en condiciones de frío y humedad 
(Radostits y Done, 2007). 
M. haemolytica puede actuar como patógeno primario en los corderos más 
jóvenes, pero suele actuar como patógeno secundario a otros factores predisponentes 
en los animales mayores (Martín Espada y Cid Vázquez, 2013). M. haemolytica 
desciende al pulmón cuando las defensas del hospedador se ven comprometidas por 
infecciones concurrentes con virus respiratorios, por la exposición a factores estresantes 
o por condiciones climáticas adversas (Radostits y Done, 2007; Martín Espada y Cid 
Vázquez, 2013). 
Los animales sanos son capaces de controlar la multiplicación de las bacterias en 
la nasofaringe, y las bacterias inhaladas en aerosoles, son eliminadas del pulmón por el 
sistema inmune sin que lleguen a colonizarlo (Singh et al., 2011; Martín Espada y Cid 
Vázquez, 2013). En los animales sometidos a los factores predisponentes ya 
mencionados, las bacterias se multiplican intensamente en la nasofaringe y descienden 
al pulmón en grandes cantidades, sobrepasando las defensas y estableciendo la 
infección pulmonar (Martín Espada y Cid Vázquez, 2013). La infección pulmonar por M. 
haemolytica desencadena una intensa respuesta inflamatoria mediada por neutrófilos y 
otras células inflamatorias, como los macrófagos alveolares, las células epiteliales 
alveolares y bronquiales, el endotelio vascular y los linfocitos. Los neutrófilos liberan 
factores inflamatorios durante la respuesta inflamatoria aguda y contribuyen al daño del 
parénquima pulmonar, del epitelio alveolar y provocan apoptosis y necrosis celular 
(Ackermann y Brogden, 2000). 
 Además, M. haemolytica y P. multocida producen factores de virulencia que 
producen daño en los tejidos aumentando la respuesta inflamatoria. Los principales 
factores de virulencia de M. haemolytica son la leucotoxina, la cápsula y el 
lipopolisacárido (LPS) (Rice et al., 2007). La respuesta inflamatoria producida por M. 
haemolytica puede iniciarse con bacterias vivas, bacterias muertas, polisacáridos de la 
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cápsula, el LPS y la leucotoxina. Estos elementos bacterianos son liberados en el 
exudado intraalveolar durante la infección (Ackermann y Brogden, 2000). 
 En P. multocida también se han descrito numerosos componentes celulares 
como factores de virulencia o potenciales factores de virulencia (Dabo et al., 2007). 
Entre ellos figuran la cápsula, factores de adherencia y colonización, proteínas de 
regulación y adquisición del hierro (IRPs), enzimas extracelulares, lipolisacárido (LPS), 
polisacáridos de la cápsula y proteínas externas de membrana (OMPs) (Dabo et al., 
1997; Dabo et al., 2007). 
SIGNOS CLÍNICOS 
En cuanto a su presentación, los brotes de pasteurelosis neumónica en las 
explotaciones ovinas suelen iniciarse con la aparición de muerte súbita de algunos 
animales y alteraciones  agudas de otros (Donachie, 2007; Radostits y Done, 2007).  
Algunos corderos desarrollarán pasteurelosis neumónica aguda, que se presenta 
con fiebre de 40 a 41⁰C, secreción nasal mucopurulenta bilateral, abdomen deprimido y 
atonía ruminal, tos, diversos grados de polipnea y disnea, y evidencia de 
bronconeumonía a la auscultación (Donachie, 2007; Radostits y Done, 2007). En las 
primeras etapas se pueden escuchar sonidos respiratorios en la auscultación de los 
lóbulos anterior y ventral de los pulmones. A medida que la enfermedad progresa, estos 
sonidos respiratorios se hacen más fuertes y se extienden sobre un área mayor. Se 
pueden escuchar crepitaciones, seguidas de sibilancias a los pocos días, especialmente 
en casos crónicos. Puede ser audible la fricción de las pleuras, pero la ausencia de 
fricción no quiere decir que no exista pleuritis adherente extensa. En casos severos o de 
varios días de duración, la disnea es muy marcada, aunque la frecuencia respiratoria 
puede no ser elevada. El curso de la enfermedad es de sólo 2 a 4 días. Si se trata 
temprano, el ganado afectado se recupera en 24 a 48 horas, pero los casos graves y los 
que no son tratados a tiempo pueden morir o cronificarse, incluso a pesar del 
tratamiento (Radostits y Done, 2007).  
La forma crónica se caracteriza por toses frecuentes, jadeo, secreciones 
mucopurulentas por nariz e incluso ojos y aparición de caquexia progresiva. Algunos 
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animales pueden recuperarse espontáneamente sin tratamiento (Donachie, 2007; 
Radostits y Done, 2007). 
LESIONES 
La principal característica que define este proceso es el desarrollo de lesiones 
bronconeumónicas. Macroscópicamente se observa consolidación pulmonar marcada, 
por lo general en los lóbulos apicales de los pulmones, debido a la respuesta 
inflamatoria fibrinosupurativa intensa y necrotizante (Ackermann y Brogden, 2000).  
La neumonía evoluciona, comenzando con congestión y edema y pasando por 
varias etapas de consolidación con exudación serofibrinosa en los espacios 
interlobulares. Suele aparecer bronquitis catarral y bronquiolitis y pleuritis fibrinosa, que 
pueden estar acompañadas de pericarditis fibrinosa. El pulmón aparece firme y la 
superficie revela un patrón irregular, resultado de hemorragia, necrosis y consolidación. 
Las lesiones más características en pasteurelosis neumónica son las típicas de una 
bronconeumonía: necrosis alveolar difusa, edema en los  septos interlobulares y 
descamación de la mucosa bronquial (Martín Espada y Cid Vázquez, 2013). En casos 
crónicos quedan lesiones residuales de bronconeumonía con adherencias pleurales 
superpuestas. En ovino, después de la fase inflamatoria aguda, es típica la presencia de 
las denominadas células avena (“oat cells”) en las zonas subyacentes a los alveolos 
necróticos (Radostits y Done, 2007).  
P. multocida provoca una bronconeumonía fibrinopurulenta sin la presencia de 
necrosis multifocal característica de la neumonía lobular fibrinosa asociada con M. 
haemolytica  (Radostits y Done, 2007). Ambas bacterias pueden ser  aisladas a partir de 
muestras tomadas de lesiones pulmonares y exudados (Radostits y Done, 2007). 
 DIAGNOSTICO  
La pasteurelosis neumónica es la causa más común de neumonía aguda en 
ovejas, pero el diagnóstico basado en los signos clínicos y la historia clínica no es 
definitivo (Donachie, 2007). El aislamiento de  M. haemolytica a partir de hisopos 
nasales no tiene valor diagnóstico puesto que es habitante normal del tracto 
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respiratorio superior y la serología no es útil ni en medicina individual ni colectiva 
(Donachie, 2007). El diagnóstico definitivo se realiza por los hallazgos 
anatomopatológicos y el aislamiento de M. haemolytica y/o P. multocida de las lesiones 
pulmonares (Quinn et al., 2013). Estas lesiones bronconeumónicas pulmonares y/o 
necróticas son características de pasteurelosis neumónica (Donachie, 2007). Se puede 
confirmar el diagnóstico mediante la evidencia histológica de lesiones que contengan 
células  avena (“oat cells”) (Donachie, 2007; Radostits y Done, 2007). 
TRATAMIENTO 
El tratamiento de la pasteurelosis neumónica es preferentemente antibiótico y 
se administra frente a M. haemolytica y P. multocida, aunque es complejo, ya que 
pueden existir otros agentes etiológicos complicando el proceso (Martín Espada y Cid 
Vázquez, 2013) y por la existencia de un aumento de las resistencias a antibióticas de la 
familia Pasteurellaceae frente a antibióticos con registro para estas especies animales 
(Kehrenberg et al., 2001).  
La situación ideal es basarse en los resultados del aislamiento bacteriano y la 
determinación de la sensibilidad  antimicrobiana in vitro, pero esto supone un retraso en 
el tratamiento no aconsejable cuando se produce un brote (Martín Espada y Cid 
Vázquez, 2013). Así, los tratamientos de la pasteurelosis neumónica se basan en la 
experiencia clínica y en resultados de ensayos clínicos de campo. Aproximadamente del 
85% al 90% de los animales afectados se recuperan en 24 horas si se tratan de manera 
oportuna (Constable et al., 2016). 
La elección del antibiótico dependerá del coste, la disponibilidad, la eficacia 
esperada, la facilidad y frecuencia de administración, las concentraciones que puedan 
alcanzarse en el órgano diana de los animales afectados, y la duración del período de 
supresión requerido antes del sacrificio o la duración de la retención de leche en el caso 
de ganado lechero (Constable et al., 2016). Los tratamientos suelen iniciarse con los 
antibióticos recomendados para estas especies bacterianas. Se suelen utilizar 
sulfonamidas, tetraciclinas,  estreptomicina y florfenicol (Kehrenberg et al., 2001; Martín 
Espada y Cid Vázquez, 2013). 
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En Estados Unidos se han utilizado con éxito para el tratamiento y control de la 
pasteurelosis neumónica bovina, antibióticos de nueva generación, como los macrólidos 
tilmicosina, tulatromicina o gamitromicina (Constable et al., 2016). Otros 
antimicrobianos de uso común con eficacia probada incluyen el florfenicol, un análogo 
del tiamfenicol y las quinolonas enrofloxacina, difloxacina y danofloxacina. El ceftiofur 
también resultó ser eficaz para el tratamiento de la pasteurelosis respiratoria bovina en 
condiciones experimentales (Constable et al., 2016). La oxitetraciclina de acción 
prolongada ha demostrado ser eficaz terapéutica y profilácticamente en corderos 
infectados experimentalmente y en condiciones de campo (Aitken, 2008). 
En ocasiones, se puede producir un fallo terapéutico, que puede deberse a la 
iniciación tardía del tratamiento que puede producir complicaciones tales como absceso 
pulmonar, bronquiectasia y pleuritis; la presencia de neumonía vírica o intersticial o 
alguna otra neumonía que no responda a los antibióticos; una dosis inadecuada de 
antibiótico o duración inadecuada del tratamiento; la presencia o desarrollo de 
resistencias bacterianas al antibiótico empleado (Constable et al., 2016). Además, el 
tratamiento de la neumonía por M. haemolytica debe incluir antiinflamatorios para 
regular la respuesta inflamatoria aguda, ya que la respuesta inflamatoria que se produce 
en la infección por M. haemolytica es excesiva (Ackermann y Brogden, 2000). 
CONTROL 
El control de la pasteurelosis neumónica en ganado ovino es complejo debido a 
su etiología multifactorial y a que las medidas de control, tratamiento antibiótico y 
vacunación, tienen importantes limitaciones (Martín Espada y Cid Vázquez, 2013). El 
control de los brotes se base en la vacunación (Aitken, 2008). Sin embargo, la 
vacunación es solo efectiva parcialmente debido a la multiplicidad de agentes 
infecciosos, a la variabilidad de los mismos, y a la participación de otros factores en la  
presentación de la enfermedad (Martín Espada y Cid Vázquez, 2013).  
En ovino, las primeras vacunas comerciales contra la pasteurelosis eran 
bacterinas y contenían un rango muy limitado de serotipos (Donachie, 2007). Ya en 
1997, se desarrollaron nuevas vacunas basadas en antígenos proteicos implicados en la 
captación de hierro (Donachie, 2007). Se observó que las bacterias recogidas de efusión 
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pleural, es decir, bacterias obtenidas in vivo tenían proteínas no presentes en 
Mannheimia cultivadas in vitro, y que las ovejas producían una respuesta inmune a esas 
proteínas. Las Mannheimia cultivadas in vitro bajo condiciones de limitación de hierro sí 
fueron capaces de  producir proteínas (proteínas reguladas por hierro, IRP) idénticas a 
las de bacterias obtenidas in vivo. Las vacunas hechas a partir estas bacterias eran 
altamente protectoras (Gilmour et al., 1991), además como estas IRPs son 
antigénicamente similares en todos los serotipos, las vacunas pueden ofrecer protección 
cruzada contra serotipos no presentes en la vacuna (Donachie, 1995).  
Existen otros antígenos implicados en la inmunidad ante M. haemolytica. Los 
títulos altos de anticuerpos neutralizantes de leucotoxina inducidos por infecciones 
naturales se asocian con menor susceptibilidad a pasteurelosis neumónica (Constable et 
al., 2016) ya que los títulos de anticuerpos neutralizantes específicos de leucotoxina y la 
actuación de complemento son capaces de matar M. haemolytica in vitro (Aitken, 2008; 
Constable et al., 2016).  
El aparente fallo o falta de eficacia de las vacunas frente a M. haemolytica puede 
deberse, en algunos casos, a la aparición de pasteurelosis neumónicas causadas por P. 
multocida (Martín Espada y Cid Vázquez, 2013).  
En cuanto a P. multocida, además de vacunas basadas en bacterinas y extractos 
celulares, en 1984 (Cameron y Bester, 1984) se diseñó una vacuna eficaz para la 
inmunización de ovejas contra la infección a partir de la cepa D4 de P. multocida (Tipo D) 
y una cepa seleccionada de P. multocida Tipo A. Utilizando una concentración adecuada, 
esta vacuna fue capaz de inducir la producción de anticuerpos en ovejas, a partir de las 
que se obtuvo un suero capaz de proteger a ratones no sólo contra las cepas vacunales, 
sino también contra la infección por cepas heterólogas de Tipo A y de Tipo D, así como 
cepas no tipificables (Cameron y Bester, 1984).   
Otro enfoque para el control es la vacunación de corderos con vacunas frente al 
virus PI-3, además de la vacunación frente a M. haemolityca y P. multocida, en un 
intento de inmunizar a los corderos contra la exposición frente a este virus como a M. 
haemolytica (Radostits y Done, 2007). La vacunación experimental de corderos libres de 
patógenos específicos con una vacuna PI -3V inactivada proporciona protección contra 
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el efecto combinado de un desafío experimental con PI-3V y M. haemolytica (Davies et 
al., 1983; Rodger, 1989; Thonney et al., 2008). 
 Por otra parte, la pasteurelosis neumónica es un proceso complejo en el que 
intervienen múltiples agentes infecciosos y además otros factores relativos al medio 
ambiente y al manejo  y, por tanto, la estrategia de prevención no puede basarse solo en 
la vacunación (Rice et al., 2007). El control de la enfermedad debe incluir el control de 
los factores de riesgo. Es necesario conocer estos factores, especialmente los 
relacionados con el manejo, implicados en la aparición de estos procesos para actuar 
sobre ellos (Martín Espada y Cid Vázquez, 2013). A diferencia de bovino, los factores de 
riesgo de la pasteurelosis neumónica ovina han sido poco estudiados, por tanto, las 
medidas de control no están bien definidas (Goodwin-Ray et al., 2008a; Galapero et al., 
2016). Las condiciones de explotación y manejo del ganado ovino en nuestro país son 
muy variadas y es necesario estudiar qué prácticas de manejo  más habituales en 
nuestros sistemas de explotación suponen un riesgo de desarrollo de estos  procesos 
respiratorios tan limitantes de la producción (Martín Espada y Cid Vázquez, 2013). En un 
estudio reciente realizado en la cabaña ovina extremeña se ha indicado la temperatura, 
la humedad relativa y la infección por Mycoplasmas como los principales factores 
relacionados con la consolidación pulmonar en corderos (Galapero et al., 2016). 
El control de las pérdidas económicas producidas por la enfermedad en ganado 
bovino está más estudiado y pasa por la integración de la gestión y del uso de 
antibióticos y vacunas. El éxito dependerá de la adopción de técnicas eficaces de manejo 
(acondicionamiento de los animales, procedimiento de destete adecuado, creación de 
lotes uniformes, estabulación adecuada, protección frente a cambios bruscos de 
temperatura, etc.), el uso sensato de antibióticos y vacunas eficaces y el cuidado en el 
manejo y transporte del ganado (Constable et al., 2016). 
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Mannheimia haemolytica 
 
 M. haemolytica es un patógeno específico de rumiantes, asociado 
principalmente a enfermedades respiratorias. Es el principal responsable de la 
pasteurelosis neumónica bovina (Constable et al., 2016) y la pasteurelosis neumónica 
ovina (Donachie, 2007; Radostits y Done, 2007; Martín Espada y Cid Vázquez, 2013). Es 
causante, además, de mamitis y septicemia en el ganado ovino (Rice et al., 2007; Boyce 
et al., 2008) y se ha aislado con frecuencia en el tracto respiratorio superior de ganado 
vacuno, ovino y caprino sano (De Alwis, 1992; Brogden et al., 1998; Donachie, 2007; 
Radostits y Done, 2007; Martín Espada y Cid Vázquez, 2013; Constable et al., 2016). 
CARACTERÍSTICAS, TAXONOMÍA Y FILOGENIA 
M. haemolytica es un cocobacilo gram-negativo que presenta tinción bipolar 
con las tinciones Giemsa y Wright (Boyce et al., 2008), inmóvil, anaeróbico facultativo, 
capsulado, catalasa y oxidasa positivo, no formador de esporos y ligeramente hemolítico 
(De Alwis, 1992). Es comensal de las membranas mucosas del tracto respiratorio 
superior de mamíferos sanos (Rice et al., 2007).  
M. haemolytica es la especie tipo del género Mannheimia. Pertenece al 
anteriormente conocido como complejo Pasterurella haemolytica y ha sufrido varias 
reclasificaciones a lo largo del tiempo. Theodore Kitt describió el Bacterium bipolare 
multocidum en 1885 (Highlander, 2001; Zecchinon et al., 2005). En 1896 Flugge la 
renombra Bacillus boviseptica (Highlander, 2001). Posteriormente, en 1932, Newsom y 
Cross cambian su nomenclatura a Pasteurella haemolytica (Tefera y Simola, 2001). 
Smith, en 1961, describe dos biotipos de P. haemolytica basándose en características 
fenotípicas, epidemiológicas y patológicas. Clasificó estos biotipos en A y T, según su 
capacidad para fermentar la L-arabinosa o la trehalosa, respectivamente (Smith, 1961). 
Previamente, en 1960,  Biberstein y colaboradores establecieron un sistema de 
serotipificación basado en la hemoaglutinación indirecta (HAI) de antígenos capsulares 
solubles (Biberstein et al., 1960), para, en 1962, informar sobre una asociación entre los 
serotipos y los biotipos que permitió una serotipificación capsular de P. haemolytica  
(Biberstein y Gills, 1962). Así, los serotipos 3, 4, 10 y 15 se asociaron con el biotipo T y el 
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resto con el biotipo A.  Los serotipos T3, T4, T10 y T15, del biotipo T, se reclasificaron 
como una especie diferente, que se denominó Pasteurella trehalosi en base a los 
estudios de hibridación ADN-ADN, propiedades bioquímicas y análisis genéticos (Sneath 
y Stevens, 1990). En 1995 se aisló un nuevo serotipo de P. haemolytica, el A17 (Younan y 
Fodar, 1995).  Merced a estudios de ribotipado, electroforesis de enzimas multilocus, 
secuenciación del gen 16S del ARNr e hibridación ADN-ADN, se reclasificaron los 
serotipos de P. haemolytica A como un nuevo género: el género Mannheimia (Angen et 
al., 1999). Esto llevó a crear el género Mannheimia que incluye las especies de M. 
haemolytica (los serotipo del antiguo biotipo A) y M. glucosida (A11), ambas asociadas a 
los procesos neumónicos, y otras especies como M. ruminalis o M. varigena no 
asociadas a respiratorio (Angen et al., 1999). El serotipo A11 se reclasificó en M. 
glucosida (Angen et al., 1999), basándose en los resultados de hibridación de ADN y 
secuenciación del 16S. En 2007, P. trehalosi se reclasificó como Bibersteinia trehalosi 
(Blackall et al., 2007). 
SEROTIPOS 
Actualmente se reconocen 12 serotipos de M. haemolytica (A1, A2, A5, A6, A7, 
A8, A9, A12, A13, A14, A16 y A17) (Angen et al., 1999; Donachie, 2007; Rice et al., 2007; 
Constable et al., 2016; Fernández et al., 2016). La especie M. haemolytica incluye los 
serotipos del biotipo A de la antigua Pasteurella haemolytica, excepto el A11. 
Aproximadamente el 10% de los aislamientos de los rumiantes son no tipificables 
(Ackermann y Brogden, 2000; Zecchinon et al., 2005; Martín Espada y Cid Vázquez, 
2013; Fernández et al., 2016). 
Los serotipos A1 y, más recientemente, el A6 son los que se asocian 
comúnmente con enfermedad respiratoria en bovinos (Constable et al., 2016). El 
serotipo A2 se aísla del tracto respiratorio superior de terneros sanos, por lo que se 
consideran habitantes comensales de la nasofaringe y amígdalas de terneros (Dabo et 
al., 2007; Rice et al., 2007; Boyce et al., 2010; Wilson y Ho, 2013). En cambio, la variedad 
de serotipos asociados a la pasteurelosis neumónica en ovinos y caprinos es mucho 
mayor que en el ganado bovino. El serotipo A2 se considera el más frecuente en los 
ovinos (Adlam y Rutter, 1989), pero se han aislado una gran variedad de serotipos 
asociadas a procesos neumónicos en pequeños rumiantes, especialmente A2, A6, A7, 
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A8, A9 y A12  (Angen et al., 1999; Fodor et al., 1999; Kirkan y Kaya, 2005; Villard et al., 
2006; Fernández et al., 2016). 
FACTORES DE VIRULENCIA 
Polisacárido capsular (CP): El polisacárido capsular de M. haemolytica serotipo 
A1 se compone de repeticiones de disacáridos de ácido N-acetilmanosaminurónico 
(ManNAcA) β-1,4 unido a N-acetilmanosamina (ManNAc) (Adlam et al., 1984). El CP 
puede interactuar con el surfactante pulmonar, facilitando así la adherencia local del 
organismo a diferentes células del huésped (Brogden et al., 1989; Highlander, 2001). 
Lipopolisacárido (LP): Los LPs causan hipersensibilidad que puede exacerbar la 
inflamación y el daño por una reacción localizada de Arthus o Shwartzmann en el 
pulmón (Ramirez-Romero et al., 2000). Los LPs constituyen el principal antígeno de 
superficie y se definió el serotipo somático de Mannheimia spp. de acuerdo con sus 
componentes antigénicos estructurales. Los serotipos M. haemolytica del biotipo A 
poseen LPs de tipo “rugoso”, mientras que el biotipo T contiene LPs de tipo “lisos”. Los 
LPs también estimulan la liberación de Factor de Necrosis Tumoral (TNF), macrófagos 
alveolares, y citoquinas (Breider et al., 1990; Bienhoff et al., 1992; Highlander, 2001). 
Proteínas de la membrana externa (OMP): Las proteínas de la membrana 
externa y las lipoproteínas de M. haemolytica pueden estar implicadas en la sensibilidad 
al suero (Adamu, 2007) y se cree que son antígenos protectores importantes. Los 
anticuerpos dirigidos contra algunos de estos antígenos son capaces de inducir 
fagocitosis y muerte por medio del complemento (Adamu, 2007), y por lo tanto son de 
interés como posibles vacunas. Los perfiles de OMP varían dentro y entre los serotipos 
(Davies y Donachie, 1996).  
Fimbrias y Adhesinas: La adhesión de M. haemolytica a las células del 
hospedador se produce en el momento de la colonización, debido a la unión a moléculas 
presentes en las superficies de las células del hospedador (Adamu, 2007). En M. 
haemolytica se han descrito dos tipos de fimbrias (Adamu, 2007). Sin embargo, estas 
estructuras no se han caracterizado en detalle y su presencia no parece ser una 
característica universal de los aislados de M. haemolytica (Adamu, 2007). 
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Leucotoxinas (LKT): M. haemolytica secreta una leucotoxina de 102 kD (lktA) 
que es una citotoxina dependiente de calcio perteneciente a la familia de toxinas RTX 
(Adamu, 2007). Se han identificado genes y proteínas de leucotoxina en todos los 
serotipos (Burrows et al., 1993) y casi todos los aislados examinados secretan la toxina 
(Saadati et al., 1997). La LktA es específica de especie, teniendo actividad leucotóxica 
sólo contra células linfoides de rumiantes y es débilmente hemolítica (Adamu, 2007). En 
altas concentraciones, la toxina crea poros en la membrana celular que conducen a la 
lisis de la misma (Adamu, 2007). En concentraciones menores, la toxina activa 
neutrófilos, induce la producción de citoquinas proinflamatorias, produce cambios en el 
citoesqueleto y causa apoptosis (Adamu, 2007). Se cree que estas dos acciones 
combinadas perjudican los mecanismos de defensa primaria de los pulmones y 
participan en la inflamación y la destrucción tisular típica de la pasteurelosis neumónica 
(Adamu, 2007). La leucotoxina está codificada por un grupo de cuatro genes que incluye 
el gen de la estructura de 963 aminoácidos, lktA, y los genes que se requieren para su 
acilación postraduccional (lktC) y secreción (lktB y lktD) (Highlander, 2001). 
Glicoproteasa: Todos los tipos de M. haemolytica producen una 
metaloglicoproteasa de zinc que tiene actividad contra la O-sialoglicoproteína (Abdullah 
et al., 1990). Se ha estudiado como actúa esta glicoproteasa a nivel de la superficie 
celular para facilitar la adhesión ya que su actividad in vitro puede potenciarse mediante 
coincubación con  leucotoxina (Nyarko et al., 1998). Como consecuencia de esta 
actividad se ha observado agregación plaquetaria y depósito de estos agregados en los 
alvéolos pulmonares (Nyarko et al., 1998). 
Neuraminidasa: Se ha observado que la neuraminidasa producida por M. 
haemolytica actúa en la colonización (Adamu, 2007). Ésta es producida por los 17 
serotipos clásicos de M. haemolytica (Adamu, 2007), y la producción de neuraminidasa 
por M. haemolytica A1 es máxima in vitro (Adamu, 2007), lo que sugiere su intervención 
durante la infección. 
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Pasteurella multocida 
 
P. multocida es una de bacterias de mayor prevalencia (Wilson y Ho, 2013). Se 
encuentra ampliamente distribuido en todo el mundo y afecta, tanto a animales 
domésticos incluyendo perro y gato, vacas, ovejas, cabras, cerdos, aves, conejos 
(Brogden et al., 1978; Gilmour, 1978; Adlam y Rutter, 1989; Rimler, 1989; Brogden et al., 
1998; Lainson et al., 2002; Davies et al., 2003; Dabo et al., 2007), como a animales 
silvestres (Weiser et al., 2003; Besser et al., 2013) y al hombre (Wilson y Ho, 2013). 
Generalmente se encuentra formando parte de la microbiota normal de la cavidad oral, 
nasofaringe y el tracto respiratorio superior (Boyce et al., 2010; Wilson y Ho, 2013). P. 
multocida se considera generalmente como un patógeno oportunista en los procesos 
respiratorios de los bovino debido a su amplia distribución y a la diversidad genética de 
los aislados de la nasofaringe del ganado bovino (Taylor et al., 2010c).  
No obstante, P. multocida es capaz de causar enfermedad en una amplia gama 
de especies animales, que va desde inflamación asintomática o leve de las vías 
respiratorias altas, hasta procesos agudos que, a menudo, pueden ser mortales, 
procesos neumónicos y/o sistémicos (Wilson y Ho, 2013). Algunas cepas de P. multocida 
causan enfermedades específicas como el cólera aviar, la rinitis atrófica progresiva del 
cerdos y la septicemia hemorrágica en bovinos y búfalos (Boyce et al., 2010; Wilson y 
Ho, 2013). En ovino, P. multocida produce generalmente bronconeumonía, pasteurelosis 
neumónica, una enfermedad compleja y económicamente importante que causa 
mortalidad en corderos y pérdida de la ganancia de peso (Goodwin et al., 2004; Lacasta 
et al., 2008).  En la Tabla 1.1. se pueden ver algunas enfermedades causadas por P. 
multocida  en animales de producción y domésticos, a diferencia de las producidas por 
M. haemolytica limitadas a los rumiantes (De Alwis, 1992). 
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Tabla 1.1. Enfermedades causadas por M. haemolytica y P. multocida en animales de producción. 
 
Especie Enfermedad 
   
M. haemolytica Rumiantes Pasteurelosis neumónica 
   
P. multocida Bovino Pasteurelosis neumónica 
Septicemia hemorrágica 
 
 Ovejas y Cabras Pasteurelosis neumónica 
 
 Cerdos Rinitis Atrófica 
Pasteurelosis neumónica 
Neumonía enzoótica 
Septicemia  
  
Aves  
 
Cólera Aviar 
  
Conejos 
 
Rinitis («snuffles») 
Pasteurelosis neumónica 
Septicemia 
Abscesos 
Mastitis y piómetra 
   
 
CARACTERÍSTICAS, TAXONOMÍA Y FILOGENIA  
P. multocida es un cocobacilo gram negativo, que presenta  tinción bipolar con 
las coloraciones Giemsa y Wright (Boyce et al., 2008). Es anaerobio facultativo, inmóvil, 
capsulado, no forma esporos y no produce hemólisis. Como característica distintiva, 
posee un olor característico ya que produce indol en gran cantidad (Rimler, 1997; 
Koneman y Giovanniello, 2008). 
La familia Pasteurellaceae es muy heterogénea, y se ha visto sometida a 
reclasificaciones a lo largo del tiempo y, aún hoy, se continúan estudiando sus relaciones 
taxonómicas. La especie tipo del género Pasteurella es Pasteurella multocida (Trevisan, 
1887; Lehmann y Neumann, 1899; Rosenbusch y Merchant, 1939; Mannheim y Carter, 
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1984; Mutters et al., 1985). En 1985, Mutters (Mutters et al., 1985), planteó una nueva 
subdivisión de esta especie en tres subespecies que podrían clasificarse como especies 
distintas: multocida, septica y gallicida, basándose en la hibridación ADN-ADN, pero 
desde el punto de vista clínico no se consideró de utilidad (Davies, 2004). También 
demostraron que en función del patrón de fermentación del dulcitol y del sorbitol se 
podrían diferenciar las tres subespecies. La subespecie multocida es la que se presenta 
con mayor frecuencia en todo tipo de especies, en cambio, las subespecies gallicida y 
septica se presentan con menor frecuencia (Mutters et al., 1985). Datos más recientes 
basados en electroforesis enzimática multilocus (MLEE) y ribotipado indican que las tres 
subespecies de P. multocida no representan grupos genotípicos distintos (Davies, 2004).  
EPIDEMIOLOGÍA 
La distribución de P. multocida es mundial, lo que explica las graves pérdidas 
económicas que produce en ganadería (Boyce et al., 2010). Puede actuar como agente 
secundario en otras patologías o producir patología tras la presentación de factores 
predisponentes (Boyce et al., 2010). Produce distintas enfermedades en múltiples 
especies incluyendo la humana (Wilson y Ho, 2013). 
El mecanismo de transmisión más frecuente de P. multocida es el horizontal, 
mediante la formación de aerosoles o la ruta fecal-oral, por ingestión de alimentos o 
agua contaminados (Rosen, 1975; Boyce et al., 2010). Los casos de zoonosis suelen ser 
por mordeduras o arañazos de perros o gatos (Wilson y Ho, 2013). 
P. multocida no es capaz de persistir mucho tiempo en el medio ambiente y su 
viabilidad depende de las condiciones de temperatura y humedad del medio en el que 
se encuentra (Rosen, 1975; Backstrand y Botzler, 1986). Por ejemplo, Pasteurella spp 
puede permanecer viable en agua o en suelo más de 20 días, pero permanecer expuesta 
al sol la inactiva en sólo 10 minutos (Olson y Bond, 1968; Rosen, 1975; Backstrand y 
Botzler, 1986; Bredy y Botzler, 1989). No obstante, puede sobrevivir durante largos 
periodos en materia orgánica (Bredy y Botzler, 1989). Se inactiva por calor a 60°C o 
mediante agentes químicos, como el fenol al 0,5% (Smith y Philips, 1990). 
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TIPOS CAPSULARES, SEROTIPOS Y BIOTIPOS 
P. multocida se  clasifica en 5 tipos capsulares: A, B, D, E y F (Townsend et al., 
1998; Boyce et al., 2000; Townsend et al., 2001; Boyce et al., 2008) y 16 serotipos 
somáticos: 1-16 (Boyce et al., 2000; Boyce et al., 2008). Mientras que los serotipos B y E 
de P. multocida se asocian con septicemia hemorrágica en rumiantes (Watson y Davies, 
2002; Rad et al., 2011), el serotipo A y el D son los principales patógenos asociados con 
enfermedades respiratorias en  rumiantes (Rimler, 1989; Dabo et al., 2007).  
Entre las cepas de P. multocida se observa una gran variación en cuanto a la 
predilección por un hospedador u otro, patogenicidad, fermentación de hidratos de 
carbono, morfología de las colonias y especificidad antigénica (Carter, 1955; Rhoades y 
Rimler, 1987; Rimler, 1989). Para clasificar los aislados de P. multocida se desarrolló una 
prueba de hemaglutinación indirecta basada en las diferencias serológicas en el 
antígeno capsular de tipo-específico de P. multocida que reconoce cinco tipos capsulares 
distintos, como hemos visto, A, B, D, E, y F (Heddleston et al., 1972; Rimler y Rhoades, 
1987; Rimler, 1989; Fegan et al., 1995). Para una identificación rápida del tipo capsular, 
Townsend desarrolló un protocolo de PCR múltiple (Townsend et al., 2001). 
 
La técnica de precipitación en agar gel describe 16 serotipos (1-16), basándose 
en los antígenos lipopolisacáridos somáticos (Namioka y Murata, 1961a; b; Heddleston 
et al., 1972; Rhoades y Rimler, 1987). Atendiendo al patrón de utilización de diferentes 
azúcares y enzimas, Fegan en 1995 y Blackall en 1997, describieron 13 biotipos (1-10 y 
12- 14), (Fegan et al., 1995; Blackall et al., 1997). En algunas ocasiones, se han aislado 
cepas no capsuladas y/o no clasificables en ningún serotipo. Estos aislados proceden 
fundamentalmente de aves (Rhoades y Rimler, 1987; Wilson et al., 1993). 
FACTORES DE VIRULENCIA 
Algunas cepas de los serotipos A y D de P. multocida producen una toxina 
denominada toxina de P. multocida (Pasteurella multocida toxin, PMT). La PMT es una 
proteína citotóxica de 146 kDa que actúa a través de vías complejas de señalización 
intracelular (Boyce et al., 2010). La cepas toxigénicas del serotipo D de P. multocida son 
las causantes de la rinitis atrófica porcina (Boyce et al., 2010). La PMT termolábil puede 
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inducir la producción de neumonía, pleuritis, atrofia de bazo, atrofia de los cornetes 
nasales y necrosis hepática aguda cuando se inocula en conejos, pero se desconoce su 
implicación, aparte de la rinitis atrófica, en las enfermedades de campo (Suckow et al., 
1991; Suckow, 2000). Algunas cepas que producen PMT parecen no ser virulentas 
(Rimler y Brogden, 1986) y la mayoría de las cepas de P. multocida, incluidas las que 
producen neumonías en bovino y porcino no producen PMT (Boyce et al., 2010). 
Muchas cepas de P. multocida producen un polisacárido capsular de 
composición diferente según el serotipo. La cápsula del serotipo A contiene ácido 
hialurónico, mientras que las cápsulas del serotipo D y F contienen heparina y 
condroitina, respectivamente (Boyce et al., 2010). La estructura de los polisacáridos 
capsulares de los serotipos B y E no se ha determinado (Boyce et al., 2010). La cápsula es 
importante en la protección de las bacterias frente a los mecanismos inmunitarios del 
hospedador (Boyce et al., 2010). Además, se ha demostrado que la cápsula del serotipo 
A media la adhesión a macrófagos alveolares y monocitos de sangre periférica de pavo 
(Boyce et al., 2010). 
Además de la toxina PMT y del antígeno capsular se han descrito otros factores 
asociados a la patogenicidad en P. multocida incluyendo factores de colonización y 
adherencia, proteínas relacionadas con el metabolismo del hierro, enzimas 
extracelulares como la neuraminidasa y la superóxido-dismutasa y hialuronidasa y 
proteínas externas de membrana y se han identificado los genes que los codifican 
(Boyce et al., 2010). La mayoría de los genes asociados a la virulencia están presentes en 
la mayoría de las cepas de diferentes hospedadores y enfermedades producidas por P. 
multocida (Ewers et al, 2006). En el análisis de la secuencia del genoma de la cepa PM70 
de P. multocida se han identificado más de cien genes posiblemente asociados a 
factores de virulencia (Boyce et al., 2010). Sin embargo, los genes toxA, tbpA, hgbB, y  
pfhA muestran mayor variabilidad en su prevalencia (Ewers et al., 2006; Garcia-Alvarez 
et al., 2015). Por lo tanto, estos cuatro genes se han propuesto, junto con los genes de 
biosíntesis de la cápsula, como marcadores epidemiológicos en cepas de campo (Ewers 
et al., 2006).  
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 EPIDEMIOLOGÍA MOLECULAR 
 
Según la OMS, “la epidemiología es la ciencia que se encarga del estudio de la 
distribución y los determinantes de estados o eventos (en particular de enfermedades) 
relacionados con la salud y la aplicación de esos estudios al control de enfermedades y 
otros problemas de salud (http://www.who.int/topics/epidemiology/es/)”. En 1993, 
Schulte definió la esencia de la Epidemiología Molecular de una forma muy sencilla: “la 
incorporación de variables moleculares en la investigación epidemiológica” (Schulte y 
Perera, 1993). Así, la Epidemiología Molecular está basada en la Epidemiología clásica 
general y, para definir la distribución de la enfermedad y de sus determinantes 
etiológicos, utiliza a la Biología Molecular. Por lo tanto, permite realizar los estudios 
epidemiológicos mediante la utilización de técnicas moleculares, combinando la 
epidemiología analítica con métodos avanzados de laboratorio (O'Sullivan y 
Klaenhammer, 1993). 
La tipificación molecular es una herramienta fundamental en los estudios 
epidemiológicos. Las técnicas de tipificación se han clasificado tradicionalmente en 
fenotípicas, que están basadas en características bioquímicas o fisiológicas de los 
microorganismos, y genotípicas o moleculares, que se basan en el estudio del ADN 
(Fernández Cuenca et al., 2013).  
La técnica de tipificación elegida va a depender de los requerimientos y 
características del microorganismo que va a ser analizado, pero el método de tipificación 
elegido debe ser evaluado según la capacidad que éste tenga para aportar la 
información epidemiológica necesaria. Struelens  propuso los siguientes criterios para 
poder evaluar la conveniencia y efectividad de un método de tipificación (Struelens, 
1998):  
Capacidad de identificación: proporción de aislados que el método es capaz de 
detectar y asignar a un tipo concreto. En condiciones ideales, el método de detección 
escogido debería permitir la identificación y tipificación de la todos los aislados 
analizados. 
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Reproducibilidad: un método de tipificación debe poder ser reproducido o 
replicado, aportando resultados reproducibles entre diferentes ensayos y estables para 
una cepa dada obtenida de diferentes orígenes. 
 
Estabilidad: el marcador biológico detectado por el método deberá poder ser 
determinado a lo largo del tiempo y no depender, de forma importante, de las 
variaciones en el genoma del microorganismo o de su patrón de expresión genética. 
 
Poder discriminatorio: el método de tipificación escogido debe ser capaz situar, 
con probabilidad elevada, aislamientos no relacionados en grupos diferentes.  
 
Concordancia epidemiológica: el método debe ser capaz de aportar resultados 
similares a los obtenidos a través de otras técnicas. 
 
Eficacia: el balance entre el coste  económico generado por la aplicación del 
método y las ganancias derivadas de la prevención y control de la enfermedad 
conseguidos. 
El método de tipificación debe tener, además, facilidad de aplicación, rapidez en 
la obtención de resultados, sencillez de interpretación y la versatilidad del 
procedimiento para su aplicación a diversos organismos. Las técnicas de tipificación 
fenotípica se usan cada vez con menos frecuencia debido a que presentan problemas de 
baja reproducibilidad y poder de discriminación ya que muchos de estas técnicas tienen 
límites a la hora de establecer diferencias o similitudes concluyentes entre 
microorganismos (Coll et al., 2005). Sin embargo, algunas técnicas fenotípicas, como el 
perfil de resistencia antimicrobiana siguen siendo útiles para detectar nuevos fenotipos 
de resistencia (Fernández Cuenca et al., 2013). El método de tipificación elegido no 
siempre es capaz de  cumplir con todos los criterios utilizados para su evaluación, por lo 
cual, es recomendable el uso combinado de diversas técnicas, tanto fenotípicas como 
moleculares (Struelens, 1998).  
 
 
TIPIFICACIÓN MOLECULAR DE Mannheimia haemolytica Y Pasteurella multocida  
ASOCIADAS A LA PASTEURELOSIS NEUMÓNICA OVINA 
 
25 
 
MÉTODOS DE TIPIFICACIÓN MOLECULAR 
Las técnicas moleculares de tipificación se basan en el estudio de los ácidos 
nucleicos de los microorganismos, por lo que son capaces de determinar la posible 
relación entre aislamientos relacionados epidemiológicamente y la posible evolución a 
partir de un microorganismo precursor común (grupo clonal, clonal complex). Además, 
son técnicas capaces de diferenciar aislamientos no relacionados, aunque pertenezcan a 
la misma especie microbiológica (Coll et al., 2005). Los métodos de tipificación 
molecular, a diferencia de las técnicas fenotípicas, pueden aplicarse a un mayor número 
de especies microbianas, tienen mayor poder de discriminación, son más reproducibles 
y tienen mayor poder de discriminación (Tenover et al., 1995; Tenover et al., 1997; 
Struelens, 1998). El interés de estas técnicas radica además en su capacidad para 
establecer la relación genética que existe entre aislados. Esto permite distinguir los 
aislados implicados en un brote, además de ser herramientas muy útiles para confirmar 
la fuente de infección o reservorio (Fernández Cuenca et al., 2013). 
“MULTILOCUS SEQUENCE TYPING” (MLST) 
La técnica precursora del análisis por MLST fue el análisis de isoenzimas o MLEE 
(multilocus enzyme electrophoresis), un método de tipificación fenotípica,  utilizado en 
procariotas y en eucariotas que posee un alto poder discriminatorio y de 
detección/determinación de clones con independencia de su estabilidad (Selander et al., 
1986). El MLEE es un método indirecto de tipificación genética, que analiza la movilidad 
electroforética de enzimas metabólicas (entre 15 y 20) en geles de agarosa o 
poliacrilamida. Las variaciones observadas en estas movilidades corresponden con 
variaciones en el locus codificante de cada enzima (Vazquez y Berron, 2004).  
Cada variante se define como “variante alélica” y los diferentes alelos de cada 
uno de los genes conforman el “perfil alélico”, que a su vez define el “tipo 
electroforético” (Chan et al., 2001). Sin embargo, como la técnica está basada en la 
generación de patrones de bandas en geles, posee los inconvenientes de la 
interpretación y comparación de los datos generados como imágenes o fotografías. De 
esta manera, la secuenciación de ADN ha permitido el desarrollo de técnicas de 
tipificación mediante MLST manteniendo la filosofía del MLEE (Maiden et al., 1998). 
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La técnica de  Multilocus Sequence Typing (MLST), consiste en la tipificación de 
una cepa bacteriana mediante la detección de pequeñas variaciones en las secuencias 
de ADN de genes muy conservados, denominados “housekeeping”, que generalmente 
codifican diferentes enzimas con funciones metabólicas esenciales (Spratt, 1999). Estas 
variaciones en los loci se detectan directamente por secuenciación del ADN de 
fragmentos de los genes seleccionados y Las combinaciones alélicas encontradas de los 
distintos genes conservados seleccionados, definen lo que se conoce como el perfil 
alélico, Tipo de Secuencia o Sequence Type (ST) (Vazquez y Berron, 2004; Vílchez y 
Alonso, 2009). El MLST asigna diferentes tipos (alelos) según las variaciones en la 
secuencia de los genes estudiados, no según la movilidad electroforética del enzima 
codificante, como sucede en el MLEE (Maiden et al., 1998), permitiendo la identificación 
de todas las variaciones alélicas de grupos de microorganismos con genotipos idénticos 
(clones) o altamente relacionados (líneas clonales) (Vazquez y Berron, 2004). Es un 
método de tipificación altamente reproducible y de alto poder discriminatorio (Spratt, 
1999), pero que necesita el análisis de varios loci para obtener buenos resultados, 
aumentando los costes (Feil et al., 2004)  
La gran ventaja del MLST es que la secuencia de ADN es un dato objetivo y 
fácilmente intercambiable entre diferentes laboratorios mediante archivos informáticos 
(Vazquez y Berron, 2004). Sin embargo, debemos tener en cuenta que el proceso de 
selección de los genes no es el mismo para todas las especies: en cada especie se deben 
seleccionar los genes que constituirán el esquema de MLST, así, el método es de 
aplicación universal, pero su desarrollo, no (Vazquez y Berron, 2004).  
La técnica de MLST se describió por primera vez en 1998 para Neisseria 
meningitidis (Maiden et al., 1998) utilizando fragmentos de 7 loci de genes conservados 
(“housekeepeing”), de unos 500 pares de bases y se han desarrollado esquemas para 
distintas especies de bacterias, como Streptococcus pneumoniae (Enright y Spratt, 
1998), Staphylococcus aureus (Enright et al., 2000), Campylobacter jejuni (Dingle et al., 
2001), Enterococcus faecium (Homan et al., 2002) o  Pasteurella multocida, y se pueden 
encontrar esquemas para distintas especies bacterianas en las correspondientes bases 
de datos: https://pubmlst.org/databases/ y http://www.mlst.net/.  
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La utilidad de la MLST  es principalmente epidemiológica. Permite determinar la 
estructura de las poblaciones de un microorganismo, ya que identifica variaciones que 
se acumulan lentamente en genes muy conservados dentro de la población bacteriana 
(Maiden et al., 1998; Dingle et al., 2001). Las distintas bases de datos creadas por MLST 
contienen las secuencias de los alelos de referencia y los tipos de secuencia para cada 
organismo, además de información sobre las muestras epidemiológicas. Normalmente, 
las páginas web facilitan aplicaciones de consulta y análisis que permiten consultar las 
secuencias alélicas y los tipos de secuencia, tanto de cepas de referencia como de 
distintas cepas procedentes de aislados de campo. La mayoría de las bases de datos de 
MLST están albergadas en servidores web emplazados en el Imperial College de Londres 
(mlst.net) y en la Universidad de Oxford (pubmlst.org). Estas bases de datos establecen 
secuencias alélicas de referencias específicas para los organismos y listas de los tipos de 
secuencia para los organismos individuales (Perez-Losada et al., 2013). 
El desarrollo del esquema para la tipificación de M. haemolytica por MLST se 
llevó a cabo por Petersen en 2009 (Petersen et al., 2009). Para ello, se seleccionaron 
siete genes conservados: adk, aroE, deoD, gapDH, gnd, mdh y zwf (Tabla 1.2.). La 
elección de estos genes se basó los esquemas de MLST existentes para otras bacterias y 
en los análisis previos mediante electroforesis enzimática multilocus (MLEE) de M. 
haemolytica (Petersen et al., 2009).  
En cuanto a P. multocida, se desarrolló el esquema MLST Multi-host para 
investigar las relaciones evolutivas entre los aislados de P. multocida procedentes de 
bovinos, ovinos, porcinos y aves (Davies et al., 1997). Este esquema MLST se basa en el 
análisis comparativo de la secuencia de nucleótidos de los fragmentos de los siete genes 
conservados codificantes para enzimas en función de sus ubicaciones en el cromosoma y 
las diferentes funciones de las enzimas codificadas (Tabla 1.3.). Estos genes son adk, 
aroA, deoD, gdhA, g6pd, mdh y pgi (Davies et al., 2004; Hotchkiss et al., 2011).  
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Tabla 1.2. Genes del esquema MLST de M. haemolytica. 
GEN ENZIMA CODIFICADA FUNCIÓN 
Adk Adenilato ciclasa Biosíntesis de nucleótidos 
aroA Shikimato deshidrogenasa Biosíntesis de aminoácidos 
deoD Purín nucleosido fosforilasa Biosíntesis de nucleotidos 
gapDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa  Metabolismo energético 
Gnd 6-fosfogluconato deshidrogenasa Metabolismo energético 
Mdh Malato deshidrogenasa Metabolismo energético 
Zwf Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa Metabolismo energético 
 
Tabla 1.3. Genes del esquema MLST  Multi-host de P. multocida. 
GEN ENZIMA CODIFICADA FUNCIÓN 
Adk adenilato ciclasa Biosíntesis de nucleótidos 
aroA 3-fosfoshikimato-1-carboxivinil 
transferasa 
Biosíntesis de aminoácidos 
deoD Purín nucleosido fosforilasa Biosíntesis de nucleótidos 
gdhA glutamato deshidrogenasa Biosíntesis de aminoácidos 
g6pd glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa Metabolismo energético 
Mdh malato deshidrogenasa Metabolismo energético 
Pgi fosfoglucosa isomerasa Metabolismo energético; glucólisis 
 
Existe otro esquema de MLST para P. multocida, desarrollado por Subaaharan 
para la “Pasteurella multocida Rural Industries Research and Development Corporation”, 
RIRDC por sus siglas en inglés (Subaaharan et al., 2010). Este esquema fue diseñado 
originalmente para tipificar aislados aviares, que engloban la mayor parte de los datos 
alojados en la base de datos, aunque la comunidad internacional de investigadores ha 
venido utilizando el esquema RIRDC para realizar MLST y enviar datos relacionados con 
otras especies hospedadoras (Hotchkiss et al., 2011). En concreto, esta base de datos 
MLST se creó utilizando 63 aislados de P. multocida de aves de corral australianas, todos 
asociados con brotes de cólera aviar. Los 63 aislados habían sido examinados en un 
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estudio previo basado en electroforesis de enzimas multilocus MLEE (Blackall et al., 
1998). Además, se incluyeron tres cepas de referencia internacionales, que representan 
las tres subespecies dentro de P. multocida. Para la realización de MLST por el esquema 
RIRDC se han seleccionado siete genes conservados codificantes para enzimas (Tabla 
1.4.). Estos genes son adk, est, pmi, zwf, mdh, gdh y pgi (Subaaharan et al., 2010). 
Tabla 1.4. Genes del esquema MLST  RIRDC de P. multocida. 
 
ELECTROFORESIS DE CAMPO PULSADO (PFGE) 
En 1984, Schwartz y Cantor desarrollaron un nuevo tipo de electroforesis 
(Schwartz y Cantor, 1984) basada en la aplicación de campos eléctricos mediante pulsos, 
con la que consiguieron separar cromosomas de levadura de gran tamaño. La 
Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (“Pulse Field Gel Eletrophoresis”, PFGE) es capaz 
de separar grandes fragmentos de DNA induciendo su reorientación mediante dichos 
cambios periódicos en el campo eléctrico (pulsos). La utilidad de la PFGE es similar a la 
de la electroforesis convencional, pero los fragmentos de ADN separados son de mayor 
tamaño, permitiendo el mapeo de grandes regiones de ADN e, incluso, de cromosomas 
de pequeño tamaño. La técnica, al igual que la electroforesis convencional, compara 
patrones de bandas, salvo que, al ser grandes fragmentos de ADN, deben ser generadas 
mediante digestión enzimática de todo el genoma bacteriano. Mediante el análisis, 
generalmente mediante programas informáticos, de los patrones de bandas obtenidos 
GEN ENZIMA CODIFICADA FUNCIÓN 
adk Adenilato quinasa Biosíntesis de nucleótidos 
est Esterasa Metabolismo energético 
pmi Manosa-6-fosfato isomerasa Glicólisis y la biosíntesis de 
polisacáridos capsulares. 
zwf Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa Metabolismo energético 
mdh Malato deshidrogenasa Metabolismo de la energía 
gdh Glutamato deshidrogenasa Metabolismo del nitrógeno y del 
glutamato, mantenimiento de 
homeostasis 
pgi Fosfo-glucosa isomerasa Metabolismo energético; glucólisis 
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mediante PFGE se puede observar si existen similitudes genéticas entre aislados 
aparentemente no relacionados y determinar si tienen la misma procedencia evolutiva 
(Tenover et al., 1995; Galvao et al., 2012). Como grandes inconvenientes de la PFGE 
están el tiempo necesario, su laboriosidad, y la necesidad de un equipo especial de 
electroforesis para el campo pulsado (Klima et al., 2010). 
La PFGE se ha utilizado en estudios epidemiológicos (Cardozo-Bernal et al., 
2013) de Escherichia coli (Ejrnaes et al., 2006), Salmonella spp. (Olsen et al., 1994), 
Shigella spp. (Angelini et al., 2009), Listeria spp.(Galvao et al., 2012; Cardozo-Bernal et 
al., 2013), Campylobacter spp. (Behringer et al., 2011), Vibrio cholerae, (Taneja et al., 
2012), etc. 
En el estudio y tipificación de M. haemolytica es la técnica de elección, el “gold 
standard” (Kodjo et al., 1999; Katsuda et al., 2003; Villard et al., 2006; Klima et al., 2010; 
Timsit et al., 2013; Omaleki et al., 2016; Rainbolt et al., 2016), al igual que para estudio y 
tipificación de P. multocida, ya que posee gran poder discriminatorio (Goering, 1993; 
Townsend et al., 1997).  
  
 
2.  JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
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La pasteurelosis neumónica ovina es un proceso complejo en cuanto su 
diagnóstico y su control debido a implicación de las infecciones concurrentes y de otros 
factores de riesgo que intervienen en su aparición. No obstante, la principal dificultad 
para el diagnóstico etiológico reside en que las principales bacterias implicadas, M. 
haemolytica y P. multocida, son residentes normales del tracto respiratorio superior de 
los rumiantes y su aislamiento de las vías respiratorias altas no tiene por si solo valor 
diagnóstico. Generalmente se considera que actúan como patógenos oportunistas que 
descienden del tracto respiratorio superior cuando se ven alteradas las defensas del 
hospedador. Sin embargo, muchos de los brotes tienen características que parecen 
indicar transmisión entre animales y un origen contagioso. Por tanto, no se descarta la 
existencia de clones más virulentos que actúen como patógenos primarios.  
Ambas bacterias son microorganismos heterogéneos en los que se han descrito 
múltiples factores asociados de virulencia, algunos de ellos presente virtualmente en 
todas las cepas. En cuanto a los de distribución variable, ninguno de ellos o su 
combinación permite distinguir posibles patotipos asociados a la enfermedad. Es por 
ello que no es posible distinguir entre cepas comensales y posibles cepas patógenas si es 
que existe esa diferencia.  
Estas limitaciones también implican una dificultad para el diseño de vacunas 
específicas para la prevención de la pasteurelosis neumónica. En ovino se asocian 
múltiples serotipos de M. haemolytica a este proceso, mientras que, las cepas de P. 
multocida asociadas a este proceso han sido poco caracterizadas.  
En este estudio se pretende caracterizar los genotipos de los aislados de M. 
haemolytica y P. multocida que se asocian a las lesiones neumónicas en ovino. 
Los objetivos específicos de esta tesis fueron: 
1. Determinar los tipos de secuencia (STs) de los aislados de ovinos de M. 
haemolytica por MLST. 
2. Analizar la diversidad y las relaciones genéticas de los aislados de M. 
haemolytica por electroforesis de campo pulsado (PFGE). 
3. Comparar los STs, pulsotipos y perfiles de virulencia de los aislados de M. 
haemoytica de los aislados procedentes de pulmones con y sin lesiones 
neumónicas. 
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4. Determinar los tipos de secuencia (STs) de los aislados ovinos de P. 
multocida por MLST. 
5. Determinar los perfiles de virulencia de P. multocida (“virulotyping”) y 
determinar la capacidad toxigénica de los aislados portadores del gen toxA. 
6. Comparar los STs y perfiles de virulencia de los aislados de P. multocida 
ovino con los de otros hospedadores. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
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TIPIFICACIÓN DE Mannheimia haemolytica 
AISLADOS DE M. haemolytica UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO 
En este estudio se analizaron 121 aislados de M. haemolytica de origen ovino 
(Tabla 3.1.). Los aislados procedían de un estudio anterior sobre la epidemiología 
molecular de bacterias de la familia Pasteurellaceae que se asocian a las lesiones 
neumónicas de los corderos en matadero (Pinto, 2011). Los aislados se obtuvieron de 
pulmones de corderos con y sin lesiones neumónicas obtenidos durante 22 meses en 
tres mataderos diferentes situados en la periferia de Madrid (Tabla 3.1.). Se utilizaron 
para este estudio 75 aislados de M. haemolytica procedentes de lesiones neumónicas 
y 46 aislados procedentes de pulmones sin lesiones neumónicas (Tabla 3.1.). Los 
aislados se conservaron en CRIOTECA®-SKIM MILK (Microkit®) a -80° C. 
Tabla 3.1. Origen y características de los aislados de M. haemolytica. 
Matadero Origen 
geográfico 
Fecha 
muestreo 
Lesiones 
neumónicas 
Nº de 
aislados 
Madrid Norte Badajoz 18/02/2008 No 7 
   Sí 4 
  02/04/2008 No 12 
   Sí 22 
Colmenar Viejo Cáceres 20/05/2008 No 2 
   Sí 7 
  18/06/2008 No 11 
   Sí 16 
  17/02/2009 No 5 
   Sí 6 
  03/03/2009 No 8 
   Sí 9 
Getafe Madrid 11/03/2009 No 1 
   Sí 11 
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“MULTILOCUS SQUENCE TYPING” (MLST) DE M. haemolytica 
Para la tipificación por MLST de M. haemolytica se utilizó el esquema 
desarrollado por Petersen (Petersen et al., 2009) que se basa en los siete genes 
“housekeeping” adk, aroE, deoD, gapDH, gnd, mdh y zwf. Los protocolos están 
accesibles en la base de datos pública de MLST de M. haemolytica 
(https://pubmlst.org/mhaemolytica/). 
Los aislados se cultivaron en agar sangre Columbia (COS medium, 
BiomérieuxTM) y se incubando a 37⁰C durante 24 horas. Para extraer el DNA 
genómico se tomó una única colonia y se resuspendió en 200 μl de agua milliQ 
estéril, para posteriormente, seguir el método A del protocolo propuesto por L. 
Clarke para la extracción de DNA de gram negativos por hervido o “simple boiling” 
(Clarke et al., 2003). La suspensión bacteriana se sometía durante 10 minutos a 
100⁰C en agitación continua de 600 r.p.m, en termobloque (Thermomixer ComfortTM 
5355, Eppendorf™). Posteriormente se centrifugaba a 12.000g  y 4⁰ C durante 5 
minutos en una centrifuga (EppendorfTM 5415 R). Se utilizaron 2 μl de sobrenadante 
para llevar a cabo las reacciones de PCR y el resto del DNA se conservaba a -40⁰ C. 
Para la PCR se utilizaron los cebadores originales (Petersen et al., 2009)  
modificados (Tabla 3.2.). Cada secuencia se modificó añadiendo al extremo 5´ de 
cada cebador la secuencia del primer universal M13 correspondiente, directo (5´- 
GTAAAACGACGGCCAGT) o reverso (5´- GCGGATAACAATTTCACACAGG) para facilitar 
la secuenciación. Todos los cebadores fueron sintetizados por SigmaTM.  
Para llevar a cabo las PCR de cada uno de los genes de M. haemolytica, según 
el protocolo descrito por Petersen (Petersen et al., 2009), se utilizó el kit PCR Master 
MixTM  de QiagenTM.  La mezcla de reacción se preparó en un volumen final de 25 μl 
que contenía 12,5 μl de Taq PCR Máster MixTM (que contiene a su vez una mezcla de 
2,5 unidades Taq DNA Polimerasa, tampón de PCR y dNTPs que proporcionan una 
concentración final de 200 µM de cada dNTP y 1,5 mM de MgCl2), 2 μl del primer 
directo (forward) a 25 pmol/μl, 2 μl del primer inverso (reverse) a 25 pmol/μl, 6,5 μl 
de agua destilada de PCR y 2 μl de DNA de M. haemolytica (5-20 ng/ μl). Las 
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MJ Mini™ Thermal Cycler 
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PTC-1148 (Bio-Rad™), utilizando los parámetros de amplificación propuestos por 
Petersen (Petersen et al., 2009). Se llevó a cabo un ciclo inicial de desnaturalización a 
94⁰ C  3 minutos, seguido de treinta ciclos de desnaturalización a 94⁰ C 30 segundos, 
alineamiento 55⁰ C 30 segundos y extensión 72⁰ C 1 minuto cada uno. Por último se 
programó un ciclo de extensión final a 72⁰ C. 10 minutos y un ciclo final de 
conservación a 4⁰ C sin límite de tiempo.  
Tabla 3.2. Cebadores utilizados para la amplificación y secuenciación de los genes 
“housekeeping” en la técnica MLST de M. haemolytica. 
Gen Cebadores Secuencia (5’>3’) bp 
adk M13_adkFW GTAAAACGACGGCCAGTGCAAAGGTACGCAAGCTCAG 648  
 M13_adkRV GCGGATAACAATTTCACACAGGAAAATTTTCGCTAACTCAGCAC 
aroE M13_aroEFW GTAAAACGACGGCCAGTGCTTCTGGAGCAAAAGGTTG 624 
 M13_aroERV GCGGATAACAATTTCACACAGGCCTGTCCAACCAACATTCCT 
deoD M13_deoDFW GTAAAACGACGGCCAGTTCCACACATTAACGCACCTG 620  
 M13_deoDRV GCGGATAACAATTTCACACAGGGCTCCATACTCTGCCGCTAC 
gapDH M13_gapDHFW GTAAAACGACGGCCAGTCCGTATCGGTCGTATCGTTT 564 
 M13_gapDHRV GCGGATAACAATTTCACACAGGTTTTGCGTTGCAGTAGTTGC 
gnd M13_gndFW GTAAAACGACGGCCAGTGTGATTGGACTCGCCGTAAT 595 
 M13_gndRV GCGGATAACAATTTCACACAGGTTCGATACCGTTGTGAACCA 
mdh M13_mdhFW GTAAAACGACGGCCAGTAGTAACCGGTTTTGCAGGTG 547 
 M13_mdhRV GCGGATAACAATTTCACACAGGGCTTTTGCCTCAACCACTTC 
zwf M13_zwfFW GTAAAACGACGGCCAGTTGATGAAGTCGCAAAAGTGC 715 
 M13_zwfRV GCGGATAACAATTTCACACAGGACGGTTTTCGCCATACTTTG 
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Se confirmó la amplificación de los productos de PCR de M. haemolytica del 
tamaño esperado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se utilizó 1 g de 
agarosa CertifiedTM Molecular Biology Agarose (Bio-Rad™), disuelto en 100 ml de 
tampón TBE 1X (Bio-Rad™), al que se añadieron 3 μl de SYBR® Safe disuelto en DMSO 
y concentrado 10.000X (InvitrogenTM) como tinción fluorescente. Para la 
electroforesis se utilizó una cubeta Wide Mini-Sub Cell GT CellTM (Bio-RadTM) y una 
fuente de alimentación PowerPac TM Basic Power Supply (Bio-RadTM). La electroforesis 
se realizó a un voltaje constante de 80 mV durante 60 min. Se utilizaron 2µl de EZ 
Load™ 1 kb Molecular Ruler (Bio-RadTM) como marcador de peso molecular. Los 
tamaños esperados de banda para cada gen figuran en la Tabla 3.2. 
Los productos de PCR obtenidos para cada gen de cada aislado de M. 
haemolytica se enviaron sin purificar a Macrogen Europe Inc (Ámsterdam, Países 
Bajos) para purificación y su secuenciación, que se realizó según los protocolos EZ-
SeqTM de la empresa en el sistema Applied BiosystemsTM 37370XL. La secuenciación 
de los genes de M. haemolytica se llevó a cabo en ambas direcciones usando el par 
de cebadores universales M13, directo (5´- GTAAAACGACGGCCAGT) y reverso (5´- 
GCGGATAACAATTTCACACAGG). Las muestras que se enviaban a secuenciación se 
preparaban añadiendo a 5 μl de producto de PCR y 5 μl del cebador a una 
concentración 10 pmol, según correspondiese directo o inverso. 
Los datos de las secuencias se cargaron en la base de datos del sitio web de 
MLST de M. haemolytica (https://pubmlst.org/mhaemolytica/) para determinar el 
tipo de alelo. La combinación de los siete alelos determina el tipo de secuencia o ST 
(sequence type) de cada aislado.   
ELECTROFORESIS EN GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE) 
Los aislados de M. haemolytica se analizaron por electroforesis en gel de 
campo pulsado (PFGE) siguiendo el protocolo descritos por Klima et al. (Klima et al., 
2010), con algunas modificaciones. Se inoculó una sola colonia de M. haemolytica, 
procedente de un cultivo en agar sangre a 37⁰C 18 horas, en 5 ml de medio LB 
(DIFCO) y se incubó a 37⁰ C, con agitación a 200 rpm, durante 18 h. Las células 
bacterianas se lavaron con tampón PIV  (10mMTris; 1 M  NaCl, pH 7,6), se 
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resuspendieron en el mismo tampón y se ajustó a una concentración equivalente al 
tubo nº 5 de la escala de McFarland. Para preparar bloques de agarosa donde se 
inmoviliza el ADN cromosómico se añadió a la suspensión celular un volumen igual 
de agarosa de bajo punto de fusión (BioRad, Madrid, España) para obtener una 
concentración final de agarosa del 1%. Las células bacterianas en los bloques de 
agarosa se sometieron a lisis mediante una solución de lisis de EC conteniendo 
lisozima (100 µg/ml) y Rnasa (10 mg/ml). Después de incubar a 37⁰C durante 24 
horas se retiraba la solución y se añadía solución de proteinasa K (0,2 mg/ml) y se 
incubaba a 50⁰C una noche. Después, se retiraba esta solución y se lavaban los 
bloques de agarosa con tampón TE (Tris-EDTA, Sigma) con agitación suave a 
temperatura ambiente varias veces.  Los bloques se conservaban en buffer TE a 4⁰C. 
El ADN cromosómico embebido en los bloques de agarosa se sometió a 
digestión con la enzima de restricción SalI (New England Biolabs, EE. UU.) a 37⁰C 
durante toda la noche siguiendo las instrucciones del fabricante.  El ADN así digerido 
se cargó en un gel de agarosa de al 1% (BioRad, España) preparado con tampón TBE 
(Bio-Rad, España). La separación mediante PFGE se llevó a cabo en un campo 
eléctrico homogéneo mediante el aparato CHEF DRIII (Bio-Rad, Madrid, España). Las 
condiciones de electroforesis utilizadas fueron un voltaje de 6 V/cm con pulsos de 4-
44 s durante 22 h a 14⁰ C. Se usó como marcador de peso molecular el Bacteriophage 
Lambda PFG Ladder (New England Biolabs, EE. UU.). Los geles se tiñeron en una 
solución de SyBR Gold (Invitrogen, España) y se fotografiaron en un transiluminador 
UV. Los perfiles PFGE se analizaron utilizando el paquete de software BioNumerics 
(Applied Maths, Bélgica). 
PERFILES DE VIRULENCIA 
En los 121 aislados de M. haemolytica utilizados en este estudio se habría 
realizado previamente la detección de 16 genes asociados a la virulencia por PCR 
(Pinto, 2011). Los genes lktA, tbpA, tbpB y tonB estuvieron presentes en el 100% de 
los aislados analizados mientras que las tasas de detección para los restantes genes 
asociados a la virulencia fueron: adh (97,5%), fhaC (94,2%), gcp (79,3%) hf (79,0%), 
irp (59,5%), lpsA (65,0%), nanH (99,2 %), pilA (95,8%), plpD (95,8%), pomA (97,6%), 
sodA (91,7%) y sodC (19,0%) (Pinto, 2011). En función de la presencia o ausencia de 
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cada uno de los 16 genes, los aislados se clasificaron en 35 perfiles de virulencia 
(Pinto, 2011). Los perfiles de virulencia de los aislados de M. haemolytica (Pinto, 
2011) se utilizaron para comparar los aislados procedentes de pulmones con y sin 
lesiones neumónicas y con los STs con el fin de establecer posibles asociaciones. 
TIPIFICACIÓN DE Pasteurella multocida 
AISLADOS DE P. multocida UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO 
En este estudio se incluyeron 43 aislados de P. multocida procedentes de un 
estudio anterior sobre la epidemiología molecular de las bacterias de la familia 
Pasteurellaceae que se asocian a las lesiones neumónicas de los corderos en 
matadero (Pinto, 2011). Los aislados procedían de pulmones de corderos con y sin 
lesiones neumónicas obtenidos durante 22 meses en tres mataderos diferentes 
situados en la periferia de la región metropolitana de Madrid (Tabla 3.3.). Estos 
mataderos recibían animales de distintas explotaciones situadas en las comunidades 
autónomas de Madrid y Extremadura. Los aislados se identificaron como P. 
multocida por pruebas bioquímicas (Pinto, 2011). Los aislados se conservaron en 
CRIOTECA®-SKIN MILK (Microkit®) a -80⁰ C. En el momento de su utilización las 
bacterias se cultivaron en placas de agar sangre Columbia (bioMérieux) a 37⁰ 24h.  
Tabla 3.3. Origen y características de los 43 aislados de P. multocida. 
Matadero Origen 
geográfico 
Fecha  Lesiones 
Neumónicas 
Nº aislados de 
P. multocida 
Madrid Norte Badajoz 18/02/2008 Sí 14 
  02/04/2008 No 5 
     
Getafe Madrid 11/03/2009 Sí 1 
   No 14 
     
Colmenar Viejo Cáceres 20/05/2008 Sí 6 
  18/06/2008 No 1 
  03/03/2009 Sí 1 
  12/11/2008 No 1 
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DETECCIÓN DE GENES ASOCIADOS A LA VIRULENCIA  DE P. multocida  
La identificación se confirmó mediante un ensayo de PCR específico de 
especie (Townsend et al., 1998). Los serotipos capsulares (A, B, D, E y F) se 
determinaron mediante PCR múltiple (Townsend et al., 2001). Los genes asociados a 
la virulencia  toxA, tbpA, hgbB y pfhA se detectaron mediante PCR múltiple según se 
ha descrito previamente (Garcia-Alvarez et al., 2015). Los cebadores utilizados para la 
identificación, la determinación del tipo capsular y de los factores de virulencia se 
detallan en la Tabla 3.4. Todos los cebadores fueron sintetizados por Sigma-Aldrich 
Co. 
Para extraer el DNA genómico se tomó una sola colonia y se resuspendió en 
200 μl de agua milliQ estéril, para posteriormente, seguir el método A del protocolo 
propuesto por L. Clarke para la extracción de ADN de gram negativos por hervido o 
“simple boiling” (Clarke et al., 2003). Se hirvió la suspensión a 100⁰C mientras se 
sometía a agitación continua a 600 rpm, por medio de un Thermomixer ComfortTM 
5355 (Eppendorf™) durante 10 minutos, para posteriormente centrifugar 5 minutos a 
12.000 g y 4⁰ C en una centrifuga EppendorfTM 5415 R. Se utilizaron 2 μl de 
sobrenadante para llevar a cabo las reacciones de PCR. El resto del ADN se conservó 
a -40⁰ C.  
Las condiciones de la PCR para determinación del tipo capsular fueron las 
siguientes (Townsend et al., 2001): desnaturalización inicial a 95⁰ C durante 5 
minutos, 30 ciclos de desnaturalización a 95⁰ C durante 30 segundos, alineamiento a 
55⁰ C durante 30 segundos, extensión a 72⁰ C durante 30 segundos, y una extensión 
final a 72⁰ C durante 5 minutos. Se realizó un ciclo final de conservación a 4⁰ sin 
límite de tiempo. Las condiciones para la detección de los genes de virulencia fueron 
las siguientes (Garcia-Alvarez et al., 2015): desnaturalización inicial a 95⁰ C durante 5 
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalización a 94⁰ C durante 45 segundos, 
alineamiento a 54⁰ C durante 50 segundos y  extensión a 72⁰ C durante 50 segundos, 
para terminar con  una extensión final a 72⁰ C durante 10 minutos. Se realizó un ciclo 
final de conservación  a 4⁰ sin límite de tiempo.  
MATERIAL Y MÉTODOS 
44 
 
Tabla 3.4. Cebadores utilizados en la determinación del tipo capsular y los factores de 
virulencia de los aislados de P. multocida. 
  Gen  Nombre  Secuencia (5' -> 3') bp 
Identificación KMT1  KMT1T7  ATCCGCTATTTACCCAGTGG  460 
  KMT1SP6  GCTGTAAACGAACTCGCCAC  
     
capA  hyaD-
hyaC  
CAPA-F  TGCCAAAATCGCAGTCAG  1.044 
  CAPA-R  TTGCCATCATTGTCAGTG  
     
capB bcbD  CAPB-F  CATTTATCCAAGCTCCACC  760 
  CAPB-R  GCCCGAGAGTTTCAATCC  
     
capD  dcbF  CAPD-F TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC  657 
  CAPD-R CATCTACCCACTCAACCATATCAG  
     
capE  ecbJ  CAPE-F TCCGCAGAAAATTATTGACTC  511 
  CAPE-R GCTTGCTGCTTGATTTTGTC  
     
capF  fcbD  CAPF-F AATCGGAGAACGCAGAAATCAG  851 
  CAPF-R TTCCGCCGTCAATTACTCTG  
     
ToxA toxA ToxA-F TCTTAGATGAGCGACAAGG 846 
  ToxA-R GAATGCCACACCTCTATAG  
     
TbPA tbPA TbPA-F TGGTTGGAAACGGTAAAGC 728 
  TbPA-R TAACGTGTACGGAAAAGCC  
     
HgbB hgbB HgbB-F TCATTGAGTACGGCTTGAC 499 
  HgbB-R CTTACGTCAGTAACACTCG  
     
PfhA pfhA PfhA-F AGCTGATCAAGTGGTGAAC 275 
  PfhA-R TGGTACATTGGTGAATGCTG  
Las PCR se llevaron a cabo en un termociclador de gradiente Mastercycler 
(EppendorfTM). Los productos generados por PCR se detectaron por electroforesis en 
gel de agarosa al 1,5% teñido con Syber Green 1x (Invitrogen SA). Como controles 
positivos para los genes de virulencia se usaron las cepas patrón de P. multocida 
ATCC 11039 (capA, hgbB), NCTC 10323 (capB, tbpA), NCTC 12178 (capD, toxA), NCTC 
10326 (capE, pfhA) y C2040103 (capF). 
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DETECCIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE LA TOXINA PMT  
La producción de la toxina en los aislados de P. multocida positivos al gen 
toxA se determinó mediante el ELISA comercial DAKO PMT ELISA Kit (Dako 
Cytomation Denmark A/S, Dinamarca).  En este ensayo se analizaron un total de 58 
aislados positivos al gen toxA incluyendo los aislados positivos al gen toxA utilizados 
en este estudio. La detección de PMT se realizó de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante.  
Los aislados de P. multocida se sembraron en agar sangre y se incubaron 
durante toda la noche a 37⁰ C. El crecimiento de la placa se recogió con un asa de 
Digralsky añadiendo 2 ml de agua destilada a la placa para tomar todas las colonias 
presentes en la placa. Se añadieron 200 µl de la muestra bacteriana obtenida a los 
pocillos de la placa en blanco (no tapizados), se cubrieron con cinta de sellado y se 
incubaron a 37⁰ C durante toda la noche para obtener los extractos de PMT.  
A continuación se añadieron 50 µl de estos extractos de PMT o los 
correspondientes controles a los pocillos tapizados con anticuerpos monoclonales 
anti-PMT. Se añadieron además 50 µl de conjugado anti-PMT y se incubaron a 
temperatura ambiente (24-25⁰C) durante 1 hora con agitación. Después de la etapa 
de incubación, se lavaron los pocillos y se añadió el sustrato cromógeno (100 µl). Se 
incubaron a temperatura ambiente 10 minutos y se añadió la solución stop. La 
presencia de antígeno PMT en los extractos de los cultivos bacterianos se evidenció 
por la aparición de color amarillo-dorado en los pocillos. La intensidad del color se 
midió en un espectrofotómetro  Anthos Reader 2010 (Anthos Mikrosysteme GmbH, 
Alemania) a 490 nm y se comparó con la absorbancia obtenida para los controles 
positivo (PMT nativa, liofilizada y aislada por afinidad, incluida en el kit), y negativo 
(agua destilada). 
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“MULTILOCUS SEQUENCE TYPING” (MLST) MULTI-HOST DE P. multocida 
Todos los aislados de P. multocida se tipificaron mediante el esquema de 
MLST Multi-host (https://pubmlst.org/pmultocida/) desarrollado por Robert Davies. 
La amplificación por PCR de los siete genes estructurales (adk, aroA, deoD, gdhA, 
g6pd, mdh y pgi) se llevó a cabo usando el ADN previamente extraído de los aislados 
de P. multocida mediante el protocolo ya descrito (Clarke et al., 2003) y protocolos 
disponibles en dicha base de datos (http://pubmlst.org/pmultocida_multihost/). Los 
cebadores utilizados se muestran en la Tabla 3.5. 
Tabla 3.5. Cebadores utilizados para la amplificación y secuenciación de los genes 
“housekeeping” en el esquema de MLST Multi-host de P. multocida. 
Gen Cebador Secuencias (5’-> 3’) bp 
Adk M13_ADK-F GTAAAACGACGGCCAGTAAGGBACWCAAGCVCAAT 531 
 M13_ADK-R GCGGATAACAATTTCACACAGGCACTTTTTKYGTMCCGTC  
    
aroA M13_AROA-F GTAAAACGACGGCCAGTTTTACCDGGYTCYAAAAG 558 
 M13_AROA-R GCGGATAACAATTTCACACAGGCTTTYACVCGCCAGTTAT  
    
deoD M13_DEOD-F GTAAAACGACGGCCAGTGTGCATTTGCYGATGTTG 576 
 M13_DEOD-R GCGGATAACAATTTCACACAGGTGSYGTKGTTTGTTCGTG  
    
gdhA M13_GDHA-F GTAAAACGACGGCCAGTYTTAGTTGARCCTGAACG 513 
 M13_GDHA-R GCGGATAACAATTTCACACAGGCTTGACCTTCAATYGTGC  
    
g6pd M13_G6PD-F GTAAAACGACGGCCAGTCHGGYGAYYTMACTYATCG 651 
 M13_G6PD-R GCGGATAACAATTTCACACAGGTTTBGCGATBARTTTRTCRGC  
    
Mdh M13_MDH-F GTAAAACGACGGCCAGTAAGTTGCWGTWYTAGGTG 552 
 M13_MDH-R GCGGATAACAATTTCACACAGGCCTAATTCAATATCYGCACG  
    
Pgi M13_PGI-F GTAAAACGACGGCCAGTGCCWGTGYTKGTTGATGG 609 
 M13_PGI-R GCGGATAACAATTTCACACAGGTTGKGCTGGCGCRATRAA  
Las reacciones de amplificación se preparaban en volúmenes de 25 μl  
conteniendo 12,5 μl de Taq PCR Máster MixTM (Taq DNA Polimerasa a 2,5 U, tampón 
de PCR, y dNTPs) que proporciona una concentración final de 1,5 mM de MgCl2 y 200 
µM de cada dNTP, 2 μl del primer directo (forward) a 25 pmol/μl., 2 μl del primer 
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inverso (reverse) a 25 pmol/μl., 6,5 μl de agua destilada gradiente PCR y 2 μl de 
muestra de ADN genómico de P. multocida (5-20 ng/ μl). Las secuencias de los 
cebadores para amplificar los siete genes conservados son las descritas en el 
esquema MLST Multi-host de P. multocida modificados (Tabla 3.5.). Se añadió en el 
extremo 5´ la secuencia del primer universal M13 correspondiente (directo y 
reverso), para facilitar la secuenciación. Los cebadores se solicitaron a  SigmaTM. 
Las PCR se llevaron a cabo en un termociclador MJ Mini™ Thermal Cycler 
PTC-1148 (Bio-Rad™), siguiendo las instrucciones del fabricante del kit de Taq 
polimerasa (QiagenTM) y utilizando los parámetros de amplificación publicados en la 
base de datos  del esquema Multi-host (http://pubmlst.org/pmultocida_multihost/). 
Se llevó a cabo un ciclo inicial de desnaturalización inicial 94⁰ C 3 minutos y treinta 
ciclos de desnaturalización a 94⁰ C 45 segundos, alineamiento (annealing): 56⁰ C 45 
segundos y extensión: 72⁰ C 2 minutos. Se realizó un ciclo final de extensión a 72⁰ C 
10 minutos y conservación a 4⁰ C sin límite de tiempo.  
Se confirmó la amplificación de los productos de PCR del tamaño esperado 
de P. multocida (Tabla 2.6.),  mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se 
utilizó 1 g de agarosa CertifiedTM Molecular Biology Agarose (Bio-Rad™), disuelto en 
100 ml de tampón TBE 1X (Bio-Rad™), al que se añadieron 3 μl de SYBR® Safe disuelto 
en DMSO y concentrado 10,000X (InvitrogenTM) como tinción fluorescente. Para la 
electroforesis se utilizó una cubeta Wide Mini-Sub Cell GT CellTM (Bio-RadTM) y una 
fuente de alimentación PowerPacTM Basic Power Supply (Bio-RadTM). La electroforesis 
se realizó a un voltaje constante de 80 mV durante 60 min. Los tamaños esperados 
de banda para cada gen del esquema de MLST de P. multocida, figuran en la Tabla 
2.6. 
Los productos de PCR se purificaron utilizando un kit comercial (GENECLEAN® 
Turbo Kit, MP Biomedicals, España), y se secuenciaron en SECUGEN (Centro de 
Investigaciones Biológicas, CSIC, España) utilizando el kit de secuenciación DyeDeoxy 
(dRhodamine) Terminator Cycle Sequencing, en un secuenciador automático de ADN 
ABI Prism. La secuenciación de los genes se llevó a cabo en ambas direcciones usando 
el par de cebadores universales M13, directo (5´-GTAAAACGACGGCCAGT) y reverso 
(5´-GCGGATAACAATTTCACACAGG).La secuencia de cada locus se verificó en la base 
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de datos del sitio web  MLST Multi-host para la asignación de alelos y ST de cada 
aislado. 
“MULTILOCUS SEQUENCE TYPING” (MLST) RIRDC DE P. multocida 
La base de datos Multi-host de P. multocida comprendía un número limitado 
de aislados  procedentes de ganado ovino en el momento de realizar el estudio por lo  
que no había suficiente volumen de datos para comparar. Por tanto, se analizaron 
adicionalmente los aislados más representativas de los ST detectados por Multi-host, 
es decir, las que contaran con al menos dos aislados identificados, utilizando la base 
de datos RIRDC de P. multocida, de acuerdo con los protocolos de Subaaharan  
(Subaaharan et al., 2010) (http://pubmlst.org/pmultocida_rirdc/).  
La amplificación por PCR de los siete genes conservados propuestos en el 
esquema de MLST de la RIRDC (adk, est, pmi, zwf, mdh, gdh y pgi) se llevó a cabo 
usando cebadores (Tabla 3.6.) y protocolos disponibles en esta base de datos. Los 
productos de PCR se purificaron y secuenciaron según lo descrito anteriormente. Los 
alelos MLST y los ST resultantes se asignaron verificando las secuencias obtenidas a 
través de la base de datos RIRDC. 
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Tabla 3.6. Cebadores utilizados para la amplificación y secuenciación de los genes 
“housekeeping” en el esquema de MLST RIRDC de P. multocida. 
Gen Cebador Secuencias (5' -> 3') bp 
adk M13_adk-F GTAAAACGACGGCCAGT TTTTTCGTCCCGTCTAAGC 570 
 M13_adk-R GCGGATAACAATTTCACACAGGGGGGAAAGGGACACAAGC  
    
est M13_est-F GTAAAACGACGGCCAGTTCTGGCAAAAGATGTTGTCG 641 
 M13_est-R GCGGATAACAATTTCACACAGGCCAAATTCTTGGTTGGTTGG  
    
pmi M13_pmi-F GTAAAACGACGGCCAGTTGCCTTGAGACAGGGTAAGC 739 
 M13_pmi-R GCGGATAACAATTTCACACAGGGCCTTAACAAGTCCCATTCG  
    
zwf-1 M13_zwf-1-F GTAAAACGACGGCCAGTAATCGGTCGTTTGACTGAGC 808 
 M13_zwf-1-R GCGGATAACAATTTCACACAGGTGCTTCACCTTCAACTGTGC  
    
zwf-2 * M13_zwf-2-F GTAAAACGACGGCCAGTTGTTAGGTGTGGCAAGAACG 620 
 M13_zwf-2-R GCGGATAACAATTTCACACAGGTTGCAACAAATGGTTTTGGA  
    
mdh M13_mdh-F GTAAAACGACGGCCAGTATTTCGGGATCAGGGTTAGC 702 
 M13_mdh-R GCGGATAACAATTTCACACAGGGGAAAACCGGTAATGGAAGG  
    
gdh M13_gdh-F GTAAAACGACGGCCAGTATCGACTTCTTCCGCAGACC 784 
 M13_gdh-R GCGGATAACAATTTCACACAGGGCGGGTGATATTGGTGTAGG  
    
pgi M13_pgi-F GTAAAACGACGGCCAGTACCACGCTATTTTTGGTTGC 614 
 M13_pgi-R GCGGATAACAATTTCACACAGGATGGCACAACCTCTTTCACC  
 
* El par de cebadores (zwf-2) solo se utiliza si la pareja de cebadores (zwf-1) no puede 
amplificar el producto deseado. 
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ANALISIS DE DATOS 
Para el análisis de los cromatogramas  correspondientes a los resultados de 
secuenciación se utilizaron los programas CRHOMAS v.2.33. (Technelysium Pty. Ltd.) 
y Sequence Scanner Software v1.0 (Applied Biosystems®).  Para el alineamiento 
posterior de las secuencias directa y reversa se utilizó CLUSTALX v.2.1. (The European 
Bioinformatics Institute).  
Los STs identificados en este estudio y los disponibles en la base de datos de 
MLST correspondientes se analizaron usando el programa eBURST v3 
(http://eburst.mlst.net/) para determinar la diversidad de la población y determinar 
los complejos clonales (CC). Los CC se definieron utilizando la definición más 
conservadora, en la que todos los miembros asignados al mismo complejo 
comparten alelos idénticos en, al menos, seis de los siete loci con los otros miembros 
del grupo. Además, a partir de las secuencias concatenadas de los siete loci de MLST, 
se realizó análisis filogenético de los aislados utilizando el programa de software 
MEGA (MEGA6 v6.0.6). Este software se usó para construir un árbol filogenético de 
tipo neighbor-joining con el parámetro de medida de distancia Kimura-2, aplicando 
1000 repeticiones bootstrap. Los perfiles de PFGE y las relaciones genéticas entre los 
aislados se analizaron utilizando el programa BioNumerics (Applied Maths, Belgium). 
La frecuencia y la asociación entre variables fueron analizadas utilizando el 
programa Epi InfoTM 7 del Centro para el Control de Enfermedades (CDC) 
(http://wwwn.cdc.gov/). El análisis de asociación entre las variables categóricas se 
realizó mediante el test exacto de Fisher. El nivel de significación se estableció en 
P<0.05. La diversidad genética (DG) se calculó como la relación entre el total de 
patrones de MLST o pulsotipos y el total de aislados (Martinez et al. 2002)
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RESULTADOS DE LA TIPIFICACIÓN MOLECULAR DE M. 
haemolytica 
FRECUENCIA DE STs POR EL ESQUEMA  MLST DE M. haemolytica 
En los 121 aislados analizados se detectaron un total de 12 STs mediante el 
esquema MLST para M. haemolytica (Figura 4.1), lo que supone una DG de 0,1. Los 
STs detectados en este estudio han sido previamente descritos según los datos 
contenidos en la base de datos pública (https://pubmlst.org/mhaemolytica/). Los STs 
más frecuentes fueron ST16 (50/121; 41,3%), ST 28 (29/121; 24,0%) y ST8 (19/121; 
15,7%). Los STs restantes incluyeron menos de diez aislados cada uno (Tabla 4.1). 
Figura 4.1. Frecuencias de ST entre aislados de M. haemolytica procedentes de 
pulmones con lesiones neumónicas y sin lesiones. 
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Todos los STs incluyeron aislados procedentes tanto de lesiones neumónicas 
como de pulmones sanos, excepto aquellas STs representadas por un único aislados 
(Tabla 4.1.). Los STs más frecuentes entre los aislados procedente de lesiones 
neumónicas fueron el ST16 (32 aislados; 42,7%), ST28 (16 aislados; 21,3%) y ST8 (13 
aislados; 17,3%) incluyendo el 81,3% de estos aislados. Asimismo, los STs más 
frecuentes entre aislados procedentes de pulmones sin lesiones neumónicas fueron 
el ST16 (18 aislados; 39,1%), ST28 (13 aislados; 28,3%) y ST8 (seis aislados; 13,0%), lo 
que representa el 80,4% de estos aislados (Tabla 4.1). Las diferencias en las 
frecuencias de ST entre aislados de pulmones con y sin lesiones neumónicas no 
fueron estadísticamente significativas (Tabla 4.1, P> 0.05).   
Los ST detectados en este estudio se compararon con los disponibles en la 
base de datos MLST de M. haemolytica (https://pubmlst.org/mhaemolytica/) 
mediante análisis e-BURST (Figura 4.2). Sesenta y seis de los 121 aislados de M. 
hemolytica (54,5%) se agruparon en tres complejos clonales o CC (Fig. 4.2). El CC28 
comprendía 31 aislados (25,6%) pertenecientes al  ST28 y al ST1, el CC8 comprendía 
29 aislados (24,0%) del ST8, el ST10 y el ST14, y el CC4 comprendía seis aislados 
(5,0%) del ST2, el ST36 y el ST9. Además, el 41,0% de los aislados (50/121) 
pertenecieron al singleton ST16.  
La estructura poblacional observada mediante e-BURST se mantuvo al 
realizar un análisis mediante neighbor-joining a partir de las secuencias concatenadas 
de los siete loci del esquema MLST. La mayoría de los aislados se agruparon en dos 
grupos genéticos (Gg1 y Gg2, Figura 4.3). El Gg1 comprendía el 66,9% de los aislados 
(81/121), y el Gg2 comprendía 28,1% de los aislados (34/121). 
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Tabla 4.1. Frecuencias de ST entre aislados de M. haemolytica procedentes de pulmones con lesiones neumónicas y sin lesiones neumónicas. 
Tipo de Secuencia 
(ST) 
Aislados totales Procedencia de los aislados de M. haemolytica OR (IC 95%)  
Lesiones neumónicas Pulmones sin lesiones 
 
n % n % n % 
 
ST16 50 41,3 32 42,7 18 39,1 1,2 (0,5-2,4) 
ST28 29 24,0 16 21,3 13 28,3 0,7 (0,3-1,6) 
ST8 19 15,7 13 17,3 6 13,0 1,4 (0,4-3,4) 
ST10 9 7,4 6 8,0 3 6,5 1,2 (0,3-5,2) 
ST2 4 3,3 3 4,0 1 2,2 1,9 (0,2-18,6) 
ST32 3 2,5 2 2,7 1 2,2 1,2 (0,1-14,0) 
ST1 2 1,7 1 1,3 1 2,2 0,6 (0,1-10,0) 
ST5 1 0,8 1 1,3 0 0,0 NA 
ST9 1 0,8 0 0,0 1 2,2 NA 
ST14 1 0,8 0 0,0 1 2,2 NA 
ST29 1 0,8 0 0,0 1 2,2 NA 
ST36 1 0,8 1 1,3 0 0,0 NA 
 Total 121 100,0 75 100,0 46 100,0   
 
NA: no aplicable; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza  
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Figura 4.2. Análisis e-BURST de los STs de la base de datos de MLST de M. haemolytica. 
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Figura 4.3. Árbol filogenético basado en el método neighbor-joining de secuencias concatenadas de ST 
incluidas en la base de datos MLST de M. haemolytica. Los ST detectados en este estudio están 
etiquetados en color rojo. Grupos genéticos (Gg) agrupados en línea gris discontinua. A. Ampliación del 
grupo genético Gg2. 
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PATRONES DE RESTRICCIÓN MEDIANTE PFGE (PULSOTIPOS)  
En el análisis mediante PFGE se obtuvo el perfil de restricción de 110 de los 
aislados analizados, puesto que 11 no dieron resultados útiles tras dos repeticiones o 
no crecieron las cepas para poder ser analizadas.  
Los 110 aislados mostraron 63 pulsotipos diferentes (Figura 4.4), lo que 
indica una DG de 0,57. Los aislados procedentes de pulmones con y sin lesiones 
neumónicas exhibieron una DG similar. Los 69 aislados procedentes de pulmones con 
lesiones neumónicas generaron 48 perfiles PFGE, y los 41 aislados procedentes de 
pulmones sin lesiones neumónicas generaron 27 perfiles PFGE, lo que implica una DG 
de 0,69 y 0,66, respectivamente (P> 0,05). De los 63 pulsotipos, 36 (57,1%) 
incluyeron un único aislados mientras que 27 (42,9%) incluyeron más de un aislado 
(de dos a seis aislados). De estos 27, 12 (44,4%) pulsotipos incluyeron aislados 
procedentes de pulmones con y sin lesión (figura 4.4). 
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Figura 4.4. Dendograma mostrando las relaciones genéticas entre los pulsotipos de 
M. haemolytica identificados por PFGE. Origen (source): 1, lesiones neumónicas; 0, 
pulmones sin lesión neumónica. 
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PERFILES DE VIRULENCIA  
En la Tabla 4.2. se muestran los 5 perfiles de virulencia mayoritarios (Tabla 
4.2.). Estos 5 perfiles incluyen el 64% y el 65,2% de los aislados de M. haemolytica 
recuperados de pulmones con y sin lesiones neumónicas, respectivamente. No se 
detectaron diferencias significativas entre los perfiles de virulencia de los aislados 
procedentes de lesiones neumónicas y los procedentes de pulmones sin lesiones, 
excepto el perfil 1 que fue significativamente más frecuente en los aislados no 
neumónicos. 
En la Tabla 4.3. se muestra la relación de los STs detectados con los perfiles 
de virulencia mayoritarios en los aislados de M. haemolytica. En los STs mayoritarios, 
ST16, ST28 y ST8, se detectaron varios perfiles de virulencia aunque alguno de ellos 
fue significativamente más frecuente (Tabla 4.3.). 
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Tabla 4.2. Principales perfiles de genes asociados a virulencia (VPs) de los aislados de M. haemolytica examinados en el presente estudio. 
VPs 
 
Genes asociados a virulencia
a
 Nº (%) de aislados procedentes de 
OR (IC 95%)
b
 
irp gcp sodC hf lpsA nanH 
Lesiones 
neumónicas 
(n=75) 
Pulmones sin lesiones 
neumónicas (n=46) 
1 - + - + + + 15 (20, %) 18 (39,1%) 0,4 (0,2-0,9) 
2 + + - + + + 14 (18,8%) 4 (8,7%) 2,3 (0,7-7,5) 
3 + + - - + + 7 (9,3%) 2 (4,3%) 2,3 (0,5-11,4) 
4 + + + + - + 5 (6,7%) 4 (8,7%) 0,8 (0,2-2,9) 
5 + - - + - + 7 (9,3%) 2 (4,3%) 2,3 (0,5-11,4) 
 
a Además de a los genes lktA, tbpA, tbpB y tonB, todos los aislados de M. haemolytica de los VP I-V también fueron positivos 
para los genes sodA, pomA, plpD, pilA, adh y fhaC. 
 
b OR: odds ratio, IC: Intervalo de confianza. 
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Tabla  4.3. Número de aislados correspondientes a cada ST relacionados con los perfiles de virulencia. 
 ST Perfiles de virulencia TOTAL 
 1 2 3 4 5 
ST16 26* 5 6 1 2 40 
ST28 6 13* 1 0 0 20 
ST8 0 0 0 7* 4 11 
ST2 0 0 0 0 2 2 
ST10 0 0 2 0 0 2 
ST32 0 0 0 1 1 2 
ST36 1 0 0 0 0 1 
TOTAL 33 18 9 9 9 78 
 
*Relación estadísticamente significativa (P<0,05) 
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RESULTADOS DE LA TIPIFICACIÓN MOLECULAR DE P. multocida 
FRECUENCIA DE STs POR EL SISTEMA MLST MULTI-HOST 
En los 43 aislados analizados se detectaron un total de 16 STs por el esquema 
MLST Multi-host, lo que supone una diversidad genética (DG) de 0,37. De los 16 STs 
descritos, 13 se describieron por primera vez en este estudio (ST48, ST49, ST50, ST51, 
ST52, ST53, ST54, ST55, ST56, ST57, ST58, ST59 y ST60) mientras que los STs ST19, 
ST20 y ST29 habían sido detectados previamente en la base de datos pública del 
sistema MLST Multi-host (http://pubmlst.org/pmultocida_multihost/).  
Los ST hallados con mayor frecuencia fueron el ST50 (12/43; 27,9%) y el ST19 
(11/43; 25,6%), que engloban el 53,5% de los aislados (figura 4.5). Además, se 
detectaron el ST56 (4/43; 9,3%), el ST20 (3/43; 7%), el ST52 (2/43; 4,7%) y los STs 
ST29, ST48, ST49, ST51, ST53, ST54, ST55, ST57, ST58, ST59 y ST60, que estuvieron 
representados por un único aislado (1/43; 2,3%).  
 
Figura 4.5. Frecuencia de STs en los aislados por el sistema MLST Multi-host de          
P. multocida. 
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Los ST detectados en este estudio y los STs disponibles en la base de datos de 
MLST Multi-host de P. multocida (http://pubmlst.org/pmultocida_multihost/) se 
analizaron mediante e-BURST. La mayoría de los aislados (41/43) se agruparon en 
dos grupos genéticos (GgOv1 y GgOv2, Fig. 4.2). El GgOv1 (26 aislados) incluyó el 
ST19 (11 aislados) y nueve STs con menos de cinco aislados cada uno (ST20, ST52, 
ST53, ST55, ST56, ST57, ST58, ST59 y ST60). El GgOv2 (15 aislados) incluyó el ST50 (12 
aislados) y tres ST adicionales (ST48, ST49 y ST54) representados por un aislado cada 
uno (figura 4.6). 
En el análisis filogenético mediante el método neighbor-joining de las 
secuencias concatenadas de los 7 genes de los STs de la base de datos, se detectaron 
dos grupos genéticos (figura 4.7) al igual que en el análisis e-BURST. El grupo 1 
(GgOv1) contenía 26  aislados incluyendo los del ST19 (11 aislados), ST56 (4 aislados), 
ST20 (3 aislados), ST52 (2 aislados), ST53, ST55,  ST57, ST58, ST59 y ST 60 (1 aislado 
cada uno). En el grupo 2 (GgOv2) se detectaron 15 aislados, incluyendo los del ST50 
(12 aislados), ST 48, ST49 y ST54 (1 aislado cada uno). 
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Figura 4.6. Análisis e-BURST de los STs de la bases de datos de MLST  Multi-host de P. multocida. 
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Figura 4.7. Árbol filogenético basado en el método neighbor-joining de secuencias concatenadas de ST 
incluidas en la base de datos MLST Multi-host de P. multocida. Hospedadores: Ov, ovino; Bo, bovino; Po, 
porcino; Av, aves; Ra, conejo. STs detectados en este estudio: Ov en rojo, * nuevos ST. GgOv, grupo 
genético de aislados ovinos. 
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COMPARACIÓN CON STs DE OTRAS ESPECIES 
Los dos grupos genéticos detectados en este estudio GgOv1 y GgOv2 incluían 
exclusivamente STs detectadas en rumiantes, mayoritariamente ovino, según la base 
de datos pública del MLST Multi-host (Fig. 4.7). Estos resultados se compararon con 
los obtenidos en un estudio realizado en porcino (García-Alvarez et al., 2017). A 
diferencia del ovino, los STs mayoritarios en porcino (ST3, ST10, ST11, ST12 y ST25) 
están presentes en múltiples hospedadores (Fig. 4.7). 
STs SEGÚN MLST RIRDC DE P. multocida  
Para comprobar si esta asociación de estas STs con ovino se debía al limitado 
número de aislados de esta especie presentes en la base de datos Multi-host, se 
tipificó una selección de aislados mediante el esquema MLST RIRDC de P. multocida 
cuya base de datos contenía mayor número de aislados de ovino en el momento de 
realizar este estudio. Pare ello, se seleccionaron 12 aislados representativos de 
aquellos ST más frecuentes por el esquema MLST Multi-host (con al menos dos 
aislados identificados).   
Se identificaron siete STs (Tabla 4.4.). Los ST95RIRDC, ST131RIRDC ST203RIRDC han 
sido detectados previamente en neumonía de ovino y un aislado de caprino, 
mientras que los  ST320RIRDC, ST324RIRDC, ST321RIRDC y ST323RIRDC fueron identificados 
en este estudio como nuevos ST (Tabla 4.4.). Por tanto, todos los STs detectados en 
ovino en este estudio han sido detectados exclusivamente en rumiantes, y más 
concretamente en pequeños rumiantes, por el sistema RIRDC. 
TIPO CAPSULAR, PERFILES DE VIRULENCIA Y RELACIÓN CON STs (MULTI-
HOST) 
El 58,1% de los aislados ovinos pertenecía al tipo capsular A, el  37,2% al tipo 
capsular D y dos de los aislados no amplificaron por PCR para ninguno de los cinco 
tipos capsulares analizados (CAP-) (Tabla 4.5.). Los tipos capsulares B, E o F no se 
detectaron en ninguno de los aislados.  
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Tabla 4.4. Distribución de STs identificados mediante el esquema MLST RIRDC de P. multocida. 
ST RIRDCa 
Nº de 
aislados en 
este 
estudio 
ST Multi-Host  
(no. de aislados) 
Aislados en la base de datos RIRDC  
No. de 
aisladosb 
Hospedador  Enfermedad País 
ST95RIRDC 2 ST20 4 Ovino Neumonía España 
ST131RIRDC 1 ST19 3 Ovino Neumonía N. Zelanda, España (este estudio) 
ST203RIRDC 1 ST50 2 Caprino, ovino Desconocido, neumonía Desconocido, España (este estudio) 
ST321RIRDC 1 ST50 1 Ovino Neumonía España (este estudio) 
ST323RIRDC 1 ST50 1 Ovino Neumonía España (este estudio) 
ST320RIRDC 2 ST19, ST52 2 Ovino Neumonía España (este estudio) 
ST324RIRDC 4 ST19, ST52, ST56 (2) 4 Ovino Neumonía España (este estudio) 
 
a Los STs subrayados son STs nuevos identificados en este estudio. 
b Aislados de cada ST incluidos previamente en la base de datos RIRDC en el momento este estudio más aislados caracterizados en el mismo
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Tabla  4.5. Distribución del tipo capsular, STs (Multi-host) y perfiles de genes asociados a la virulencia con respecto a la presencia enfermedad en aislados de P. 
multocida. 
Número de aislados de P. multocida (%) 
 ST19 ST50 ST56 ST20 ST52 Otrosa Total 
  (n=11) (n=12) (n=4) (n=3) (n=2) (n=11) (n=43) 
Lesión neumónica       
Sí 10 (28,6) 7 (20,0) 4 (11,4) 3 (8,6) 2 (5,7) 9 (25,7) 35 (100) 
No 1 (12,5) 5 (62,5) 0 0 0 2 (25,7) 8 (100) 
Tipo capsular                
A 2 (8,0) 11 (44,0)c 4 (16,0) 0 0 8 (32,0) 25 (100) 
B 0 0 0 0 0 0 0 
D 9 (56,3)c 1 (6,3)  3 (18,8) 1 (6,3) 2 (12,5) 16 (100) 
F 0 0 0 0 0 0 0 
CAP- 0 0 0 0 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (100) 
Perfil VAGb               
tbpA+ 4 (48,9) 2 (24,4) 0 2 (24,4) 1 (12,2) 0 9 (100) 
tbpA+/toxA+ 6 (20,0) 10 (33,3) 3 (10,0) 1 (3,3) 1 (3,3) 9 (30,0) 30 (100) 
tbpA+/toxA+/pfhA+ 0 0 1 (50,0) 0 0 1 (50,0) 2 (100) 
tbpA+/pfhA+ 1 (100,0) 0 0 0 0 0 1 (100) 
hgbB+/pfhA+ 0 0 0 0 0 1 (100) 1 (100) 
 
a 11 STs diferentes: ST29, ST48, ST49, ST51, ST53, ST54, ST55, ST57, ST58, ST59, ST60 (un solo aislado de cada ST).  
b VAG: genes asociados a la virulencia. 
c Estadísticamente significativo (P < 0,05). 
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El tipo capsular A se asoció de manera estadísticamente significativa (P < 
0,05) al ST50 con 11 aislados de tipo capsular A pertenecientes a dicho ST (44,0%). 
Asimismo, el tipo capsular D se asoció de manera estadísticamente significativa (P < 
0,05) al ST19, con 9 aislados de tipo capsular D pertenecientes a este ST (56,3%). 
Todos los aislados excepto uno presentaron el gen tbpA y el 74,4 % (32/43) 
fueron positivos al gen toxA, mientras que el gen pfhA se detectó en 4 de los aislados 
y el gen hgbB en un único aislado (Tabla 4.5.). En función de la presencia o ausencia 
de los genes asociados a virulencia analizados en este estudio, los aislados se 
clasificaron en cinco perfiles de virulencia distintos (Tabla 4.5.). El perfil VAG 
identificado con mayor frecuencia fue el  tbpA+/toxA+ (30/43; 69,8%). Este perfil de 
virulencia se asoció de manera significativa al tipo capsular A (P <0,05). Este perfil 
genético de virulencia (tbpA+/toxA+) estuvo distribuido en todos los STs detectados 
en este estudio, excepto en dos STs representados por un único aislado (Tabla 4.1.). 
El segundo perfil más frecuente fue el tbpA+ representado por el 20,9 % (9/43), 
también distribuido en varios STs (tabla 4.5.). 
PRODUCCIÓN DE LA TOXINA DE P. multocida (PMT) 
En la tabla 4.6. se muestran los resultados de la detección de PMT mediante 
ELISA. La presencia del antígeno se detectó en el 93,1 % de los aislados toxA 
positivos. Tan solo 4 de los aislados dieron resultado negativo después de dos 
ensayos. La producción de toxina se detectó en aislados de todos los STs analizados.  
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Tabla 4.6. Detección de toxina PMT mediante Kit PMT de Dako™ en aislados positivos por PCR al gen toxA y ST  de los aislados analizados por MLST. 
P. multocida DO 450 nm PMT ST P. multocida DO 450 nm PMT ST P. multocida DO 450 nm PMT ST 
M66 1,987 + ST48 M206 1,037 + NA P71 2,241 + NA 
M67 2,453 + ST19 M208 0,75 + ST50 P72 2,824 + ST56 
M77 2,206 + ST49 M279 1,615 + NA P73 1,555 + NA 
M78 2,205 + NA M285 2,375 + NA P74 2,33 + NA 
M84 2,322 + NA M293 1,997 + NA P75 2,456 + ST57 
M93 2,055 + NA M297 2,796 + ST19 P76 1,385 + ST56 
M96 1,704 + ST19 M321 1,608 + ST50 P77 1,738 + ST52 
M113 1,996 + ST50 M326 1,3 + ST50 P78 2,286 + NA 
M114 2,195 + NA M337 1,816 + ST19 P79 2,266 + NA 
M117 1,507 + NA M343 1,565 + ST19 P80 1,221 + ST58 
M128 0,105 - NA M344 0,808 + ST53 P81 2,198 + NA 
M134 0,845 + NA P60 0,086 - ST20 P82 1,842 + NA 
RESULTADOS 
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P. multocida DO 450 nm PMT ST P. multocida DO 450 nm PMT ST P. multocida DO 450 nm PMT ST 
M135 0,587 + ST50 P61 1,87 + ST50 P83 1,333 + ST56 
M160 2,461 + ST50 P63 2,31 + ST54 P84 0,972 + ST59 
M166 1,748 + ST50 P64 2,807 + NA P85 2,396 + ST60 
M174 1,305 + ST51 P65 2,322 + ST55 P86 1,059 + NA 
M176 1,523 + NA P67 1,878 + ST19 P87 1,633 + NA 
M187 2,256 + NA P68 1,987 + ST56 P88 1,488 + NA 
M193 2,383 + NA P69 0,077 - ST20     
M199 1,13 + NA P70 0,079 - ST19     
NA: no analizado 
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El ganado ovino es una de las especies ganaderas de producción más 
importantes en todo el mundo. El ovino aporta el 4,5% de la carne producida a nivel 
mundial (FAO, 2016). Además  de la carne genera otros productos como la leche, la 
lana y el cuero. Contribuyen a la seguridad alimentaria y desarrollo de las 
poblaciones rurales más desfavorecidas en muchas regiones del mundo. En Europa 
juegan un papel esencial en la protección del medio ambiente, el mantenimiento de 
la biodiversidad y la cohesión del medio rural. España es el segundo país productor 
de ovino de la Unión Europea después del Reino Unido (Eurostat, 2017). 
 La pasteurelosis neumónica es una de las enfermedades que tiene mayor 
impacto económico en los ovinos y caprinos domésticos en todo el mundo y una de 
las más importantes enfermedades en la etapa neonatal. M. haemolytica es el 
principal agente etiológico de la pasteurelosis de los terneros y ha sido ampliamente 
estudiado debido al gran impacto económico de esta enfermedad en la producción 
de carne de bovino, sobre todo en EEUU (Griffin, 1997; De Alwis, 1999; Faber et al., 
2000; Rice et al., 2007; Mohamed y Abdelsalam, 2008; Stanton et al., 2010; 
Constable et al., 2016). M. haemolytica también se considera el principal agente 
etiológico de la pasteurelosis neumónica en ovinos (Donachie, 2007).  P. multocida se 
consideraba que tiene una participación menor (Donachie, 2007). Sin embargo, 
varios estudios indican que la participación de P. multocida puede ser mayor de la 
considerada (Blackall et al., 1995; Watson y Davies, 2002; Odugbo et al., 2006; Rad et 
al., 2011). En un estudio anterior realizado en la UCM en el que se analizaron 
pulmones de corderos sacrificados en matadero, con y sin lesiones neumónicas, se 
detectó una alta frecuencia de la infección con P. multocida y que las lesiones 
neumónicas se asocian a la infección por M. haemolytica y P. multocida, tanto en 
infección mixta como simple (Pinto, 2011). 
M. haemolytica y P. multocida son ambas habitantes normales de la 
nasofaringe de los rumiantes. Se han descrito numerosos factores asociados a la 
virulencia en ambas especies (Adlam et al., 1984; Brogden et al., 1989; Davies y 
Donachie, 1996; Suckow, 2000; Highlander, 2001; Ewers et al., 2006; Adamu, 2007; 
Boyce et al., 2010). Sin embargo, estos factores están ampliamente difundidos en las 
poblaciones bacterianas y su presencia o ausencia no permite distinguir las posibles 
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cepas comensales de las patógenas, si es que existiesen diferencias. En este estudio 
se ha profundizado en la caracterización genética de los aislados de M. haemolytica y 
P. multocida asociados a las lesiones neumónicas de ovino utilizando técnicas de 
tipificación molecular como el MLST, PFGE y los perfiles de virulencia (“virulotyping”) 
con la finalidad de comparar los genotipos de los aislados procedentes de lesiones 
neumónicas de los corderos con los procedentes de lesiones no neumónicas. 
Mannheimia haemolytica 
Este es el primer estudio que compara las características genéticas de 
aislados de M. haemolytica procedentes lesiones neumónicas con aislados 
recuperados de pulmones sin lesiones mediante el análisis de PFGE y MLST. Además, 
los aislados de M. haemolytica también se analizaron mediante perfiles de genes 
asociados a la virulencia (“virulotyping”). Esta técnica es una herramienta útil para la 
caracterización molecular de patógenos bacterianos con fines epidemiológicos 
(Nowrouzian et al., 2013; Schierack et al., 2013; Furian et al., 2016; Sánchez del Rey 
et al., 2016; García-Alvarez et al., 2017).  
Los rumiantes sanos albergan M. haemolytica en su tracto respiratorio 
inferior de manera habitual (Angen et al., 2009). Generalmente se acepta que las 
cepas de M. haemolytica que llegan a pulmón descienden desde el tracto respiratorio 
superior, que es su reservorio natural (Timsit et al., 2013). M. haemolytica prolifera 
rápidamente en el tracto respiratorio superior como resultado de diferentes 
condiciones estresantes o coinfecciones, y las gotas de aerosol que contienen este 
patógeno se inhalan en los pulmones y son responsables de las infecciones 
bronconeumónicas (Singh et al., 2011). No obstante, al igual que en otros patógenos 
respiratorios como P. multocida, la cuestión de si M. haemolytica es un patógeno 
verdadero u oportunista aún no se ha dilucidado por completo. Los estudios que 
investigan la dinámica de transmisión de M. haemolytica han prestado especial 
atención a la comparación de los aislados de M. haemolytica del tracto respiratorio 
superior e inferior (Timsit et al., 2013; Klima et al., 2014). Sin embargo, las muestras 
de M. haemolytica recuperadas del tracto respiratorio superior no siempre son 
representativas de aislados presentes en las lesiones neumónicas (Timsit et al., 
2013). En nuestro estudio, los aislados recuperados de pulmones de oveja sin 
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lesiones neumónicas se consideraron representativos de la parte de la población 
comensal de M. haemolytica presente en el tracto respiratorio superior capaz de 
alcanzar los pulmones.  
Los aislados de M. haemolytica pertenecieron a 12 STs. Los ST16, ST28 y ST8 
incluyeron el 80,3% de los aislados de ovino (Tabla 4.2). En la base de datos MLST de 
M. haemolytica (https://pubmlst.org/mhaemolytica/), estos tres ST representan el 
27% de los aislados de oveja, y el ST16 y ST8 representan casi un tercio de los 
aislados de cabra incluidos en esta base de datos. Estos datos que indican una amplia 
distribución de estos genotipos en pequeños rumiantes. Además, ST16, ST28 y ST8 
no se han identificado en aislados bovinos según los la base de datos pública de MLST 
de M. haemolytica. La detección de estas ST únicamente de ovejas y cabras sugiere la 
adaptación de ciertas líneas genéticas de M. haemolytica a pequeños rumiantes, 
como se observó para P. multocida (García-Alvarez et al., 2017).  
Después del análisis e-BURST, la mayoría de los aislados de oveja agrupados 
en complejos clonales CC2, CC8 y CC28 o pertenecían al singleton ST16 (Figura 4.2), 
un resultado consistente con la estructura de población clonal de M. haemolytica 
observada con diferentes métodos de tipificación (Davies et al., 1997; Petersen et al., 
2009). Esta estructura clonal se mantuvo generalmente después del análisis 
filogenético neighbor-joining de las secuencias concatenadas de los siete loci MLST 
de M. haemolytica, con la mayoría de los aislados agrupados en dos grupos genéticos 
(Gg1 y Gg2, Fig. 2). En el análisis de campo pulsado (PFGE) el 65,3% de los aislados 
mostraron una relación genética mayor o igual al 80% (Figura 4.4). Estos datos 
también indicarían una estructura clonal de M. haemolytica. A pesar de esta 
estructura clonal, los 65 diferentes pulsotipos identificados (Figura 4.4) indican una 
diversidad genética importante (DG 0,57) entre los aislamientos de M. haemolytica.  
Niveles de diversidad genética similares han sido detectados previamente para M. 
haemolytica (Klima et al., 2011; Timsit et al., 2013; Rainbolt et al., 2016). Los aislados 
de M. haemolytica procedentes de pulmones con y sin lesiones neumónicas 
mostraron niveles similares de diversidad genética (DG 0,69 y DG 0,66, 
respectivamente, P> 0,05). Estos resultados concuerdan con la diversidad genética 
similar observada entre aislados de M. haemolytica procedentes de procesos clínicos 
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y los procedentes de la nasofaringe (Mosier, 1997; Ackermann y Brogden, 2000; 
Klima et al., 2011; Timsit et al., 2013; Rainbolt et al., 2016).  
La diversidad genética confirmarían la hipótesis generalmente aceptada de 
que los casos individuales de neumonía en los ovinos se deben a cepas de M. 
haemolytica comensales del tracto respiratorio superior que descienden al pulmón 
debido a la actuación de factores estresantes que alteran las defensas del 
hospedador (Mosier, 1997; Ackermann y Brogden, 2000; Klima et al., 2011; Timsit et 
al., 2013; Rainbolt et al., 2016). El grado de diversidad genética observado en los 
pulmones con lesiones también podría estar relacionado con el hecho de que los 
aislados de este estudio proceden de casos individuales de neumonía hallados en 
matadero. En cualquier caso, la gran diversidad genética identificada en los aislados 
de M. haemolytica procedentes de lesiones neumónicas indica que son múltiples las 
cepas que pueden producir la lesión en los corderos. 
Pasteurella multocida 
P. multocida además de producir la pasteurelosis neumónica de los 
rumiantes está implicada en procesos patológicos económicamente importantes en 
prácticamente todas las especies domésticas y no domésticas (Wilson y Ho, 2013).  
En este trabajo se analizó las características genéticas y la relación de los 
aislados de P. multocida procedentes de pulmones con y sin lesiones neumónicas de 
corderos en matadero mediante análisis por MLST y VAG. Estas características se 
compararon con las de aislados de porcino (García-Alvarez et al., 2017) y también 
con las de otras especies animales publicadas en las bases de datos MLST de P. 
multocida. Para P. multocida se desarrollaron dos sistemas de MLST, uno 
desarrollado para la tipificación de aislados aviares desarrollado por “Pasteurella 
multocida Rural Industries Research and Development Corporation”, RIRDC, y otro 
denominado Multi-host desarrollado para incluir aislados de múltiples hospedadores. 
En este estudio se utilizó inicialmente el sistema Multi-host para tipificar todos los 
aislados. No obstante, el sistema RIRDC incluyó con el tiempo también múltiples 
hospedadores y en el momento de análisis de los datos incluía muchos más aislados 
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de ovino que el sistema Multi-host. Por tanto, se utilizó este segundo sistema para 
confirmar algunos de los resultados obtenidos. 
En el análisis MLST Multi-host, los aislados de ovino mostraron niveles 
moderados de diversidad genética (DG=0,37) con 16 ST identificados (Tabla 4.5). De 
ellos, 13 se describieron por primera vez en este estudio (ST48, ST49, ST50, ST51, 
ST52, ST53, ST54, ST55, ST56, ST57, ST58, ST59 y ST60) mientras que tres (ST19, ST20 
y ST29) habían sido detectados según la base de datos pública de MLST. Aunque la 
cantidad de estudios de tipificación de aislados ovinos por MLST es muy limitado, los 
resultados de este estudio están en línea con la diversidad genética observada entre 
aislados clínicos de ovinos procedentes de neumonía (Hotchkiss et al., 2011; 
Einarsdottir et al., 2016). Estos resultados demuestran que diversos genotipos de P. 
multocida pueden asociarse con este proceso clínico en esta especie animal, al igual 
que lo observado en M. haemolytica (García-Alvarez et al., 2018). A pesar de la 
diversidad genética entre las cepas procedentes de casos de neumonía en ovino, 
todos los aislados se agruparon en dos grupos genéticos (GgOv1 y GgOv2; Figura 4.6). 
Estos grupos genéticos incluyeron STs detectados exclusivamente en ovino y 
exhibieron un alto grado de relación genética en cada grupo, lo que sugiere una 
adaptación de estos grupos genéticos al ganado ovino. En P. multocida se considera 
que una cierta especificidad de hospedador y/o enfermedad basándose en la 
distribución de serotipos (Ewers et al., 2006; Boyce et al., 2010), es decir, cepas de 
determinados serotipos se asocian a algunos procesos aunque no son exclusivas. Por 
ejemplo, se considera que la rinitis atrófica porcina se asocia preferentemente a 
cepas del tipo capsular D, el cólera aviar cepas del tipo F, la septicemia hemorrágica 
bovina a determinadas cepas del tipo B, mientras que los procesos 
bronconeumónicos se asocian a cepas de los tipos capsulares A y D en todas las 
especies. En este estudio se comprueba a nivel genético la existencia de 
determinados genotipos de P. multocida asociados al ovino.  
La mayoría de los aislados ovinos (32/43; 74,4%) fueron toxA+ (Tabla 4.5). 
Este porcentaje está de acuerdo con los datos aportados por estudios previos en 
aislados ovinos (Ewers et al., 2006; Shayegh et al., 2008; Sarangi et al., 2015; 
Vougidou et al., 2015; Shirzad Aski y Tabatabaei, 2016). Einarsdottir y colaboradores 
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detectaron que el 100% de aislados de P. multocida procedentes de ovejas con 
síntomas respiratorios fueron toxA+ (Einarsdottir et al., 2016). En otros estudios, el 
porcentaje de aislados toxA+ procedentes de ovejas varió entre 50% y 93% (Shayegh 
et al., 2008; Sarangi et al., 2015; Vougidou et al., 2015; Shirzad Aski y Tabatabaei, 
2016).  
Aunque el papel de toxA+ en la patogenia de la neumonía ovina sigue siendo 
desconocido, la alta prevalencia de toxA+ entre aislados procedentes de neumonía, 
evidencia un papel epidemiológico importante de estos aislados para esta especie. El  
gen toxA se asoció significativamente con el tipo capsular A en los aislados de ovino 
(P <0,05; Tabla 4.5), de acuerdo con estudios previos (Shayegh et al., 2008; Sarangi et 
al., 2015; Vougidou et al., 2015). Por el contrario, en los aislados de porcino 
causantes de la rinitis atrófica el gen toxA se asociada a las cepas del tipo capsular D 
(Tang et al., 2009; Garcia et al., 2011).  
A pesar de la elevada prevalencia del gen toxA detectada en aislados ovinos 
en la última década (Ewers et al., 2006; Shayegh et al., 2008; Sarangi et al., 2015; 
Vougidou et al., 2015; Einarsdottir et al., 2016; Shirzad Aski y Tabatabaei, 2016; 
García-Alvarez et al., 2017) hasta el momento no se había demostrado la expresión 
de la proteina PMT en los aislados ovinos. En este trabajo se analizó la capacidad de 
los aislados toxA+ de producir la toxina mediante la detección del antígeno con una 
técnica ELISA comercial. Este kit comercial ha sido ampliamente utilizado en la 
detección de la toxina en aislados porcinos (Bowersock et al., 1992; Mattsson et al., 
1992; Levonen et al., 1996; Amigot et al., 1998; Hariharan et al., 2000; Townsend et 
al., 2000; MacInnes et al., 2008). La mayoría de los aislados (54/58; 93,1%) resultaron 
positivos a la expresión del antígeno PMT. Estos resultados indican que las cepas 
portadores del gen toxA son capaces de producir la toxina. Aunque en estudios 
experimentales en conejos se ha indicado la capacidad de cepas toxigénicas de 
producir lesiones neumónicas (Suckow, 2000), queda por determinar el posible el 
papel de la toxina PMT en la patogénesis de las lesiones neumónicas y la implicación 
de estas cepas en la etiología de la pasteurelosis neumónica ovina. 
El gen tbpA fue detectado en todos los aislados ovinos menos en uno (97,7%; 
Tabla 4.5), una gran distribución que también está de acuerdo con estudios previos 
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(Shayegh et al., 2008; Sarangi et al., 2015). Con la excepción de un solo aislado de P. 
multocida de conejos descrito anteriormente (Garcia-Alvarez et al., 2015), todos los 
aislados de tbpA+ se han detectado exclusivamente en rumiantes incluyendo ovejas, 
cabras y vacas (Ewers et al., 2006; Katsuda et al., 2013; Verma et al., 2013; Sarangi et 
al., 2015; Shirzad Aski y Tabatabaei, 2016). Los resultados de este estudio corrobora 
el hecho de que el gen tbpA pueda ser considerado específico de rumiante y podría 
ser un buen marcador de la especificidad del hospedador (Shirzad Aski y Tabatabaei, 
2016).  
Los aislados de P. multocida se distribuyeron en cinco “virulotipos” diferentes 
en función de la presencia de los cuatro genes analizados. El perfil de VAG detectado 
en la mayoría de aislados de ovino (69,8%; Tabla 4.5) fue tbpA+/toxA+. La presencia 
del gen toxA asociado al gen tbpA en estos aislados, además de la asociación del gen 
toxA al tipo capsular A, indica que estos aislados toxA positivos son diferentes de los 
aislados toxA positivos causantes de la rinitis atrófica porcina (García-Alvarez et al., 
2017). 
Cuando se compararon las características genotípicas de estos aislados con 
aislados de porcino (García-Alvarez et al., 2017) y con los aislados de otras especies 
(Hotchkiss et al., 2011; Vougidou et al., 2015), se observó que mientras que las cepas 
de ovino pertenecen a STs detectados exclusivamente en pequeños rumiantes, los 
aislados de otras especies como cerdos, bovino y conejos pertenecen a STs que en su 
mayoría contienen aislados de múltiples especies. No obstante, los STs detectados en 
ovino por el sistema Multi-host se detectaron por primera vez y teniendo en cuenta 
que el momento del análisis el número de aislados de ovino contenidos en la base de 
datos procedentes de otros estudios era muy limitado se decidió utilizar el sistema 
MLST RIRDC para disponer de una base de datos más extensa para la comparación.   
Por el sistema MLST RIRDC se analizaron 12 aislados representativos de los ST 
determinados por el esquema MLST Multi-host. No hubo una equivalencia total entre 
ST de ambos esquemas MLST, lo que podría estar motivado por la diferencia en tres 
de los siete genes estructurales utilizados en ambos esquemas. Sin embargo, los 
resultados generales obtenidos por el esquema RIRDC confirmaron los resultados 
obtenidos por el sistema Multi-host. En total se identificaron 7 STs de las cuales 
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cuatro se detectaron por primera vez. No obstante, las tres ST identificadas entre 
aislados ovinos en el presente estudio (ST95RIRDC, ST131RIRDC, ST203RIRDC, Tabla 4.4) y 
ya presentes previamente en la base de datos MLST RIRDC 
(http://pubmlst.org/pmultocida_rirdc/) han sido detectados exclusivamente en 
aislados de P. multocida de ovejas, salvo un aislado detectado en una cabra (Tabla 
4.4) (Hotchkiss et al., 2011; Bisgaard et al., 2013). Estos resultados confirman los 
obtenidos por el sistema Multi-host. La detección de estas ST casi exclusivamente en 
ovejas, con la excepción de un aislado de cabra, podría indicar la existencia de grupos 
genéticos de P. multocida adaptados a este hospedador, o al menos a pequeños 
rumiantes. 
PERSPECTIVAS DE FUTURO  
M. haemoytica y P. multocida son los principales agentes etiológicos de la 
pasteurelosis neumónica ovina (Odugbo et al., 2006; Donachie, 2007; Pinto, 2011). 
M. haemoytica es un patógeno específico de los rumiantes asociado a principalmente 
a procesos neumónicos  (Donachie, 2007; Omaleki et al., 2015; 2016), mientras que 
P. multocida produce diversas enfermedades en un amplio rango de hospedadores 
incluyendo mamíferos y aves (Brogden et al., 1978; Gilmour, 1978; Adlam y Rutter, 
1989; Rimler, 1989; Brogden et al., 1998; Davies et al., 2003; Weiser et al., 2003; 
Dabo et al., 2007; Besser et al., 2013). En este estudio se han caracterizado 
genotípicamente aislados de ambas bacterias asociados a los procesos neumónicos 
en el ganado ovino. El análisis de MLST indica la existencia de subpoblaciones de M. 
haemolytica asociadas al ganado ovino dentro de los rumiantes. De forma similar, el 
análisis MLST por ambos sistemas de P. multocida y los perfiles de virulencia indican 
la existencia de subpoblaciones de P. multocida asociadas a los procesos neumónicos 
en ovino. En cuanto a los perfiles de virulencia, el hecho de que en ambas bacterias el 
gen tbpA, asociado a la captación del hierro considerado específico de los rumiantes 
(Ewers et al., 2006; Bethe et al., 2009; Boyce et al., 2010; Katsuda et al., 2013), esté 
presente en virtualmente todos los aislados tanto de M. haemolytica como de P. 
multocida es consistente con una cierta adaptación de estas bacterias a los 
rumiantes. Estos resultados pueden ser la base para el estudio de vacunas para la 
prevención de las pasteurelosis neumónica diseñadas específicamente para los 
pequeños rumiantes.  
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En este estudio se analizaron aislados de M. haemolytica y P. multocida 
procedentes de pulmones con y sin lesiones neumónicas. Los aislados de ambas 
bacterias se habían aislado de forma significativamente superior de las lesiones 
neumónicas que de los pulmones sin lesiones (Pinto, 2011). La tipificación molecular 
de los aislados de M. haemolytica por MLST, PFGE y perfiles de virulencia no 
demostraron diferencias entre los aislados procedentes de las lesiones neumónicas y 
los procedentes de pulmones sin lesiones. Además, demostraron en ambos tipos de 
aislados una importante diversidad genética. Estos resultados indican un papel de M. 
haemolytica como patógenos oportunista en los procesos neumónicos ovinos que 
estarían causados por cepas comensales residentes del tracto respiratorio superior 
que descienden al pulmón cuando sobrepasan las defensas del hospedador. Este 
hecho pone en relieve la importancia de otros factores como las infecciones 
concurrentes y factores ambientales y de manejo en la epidemiología de estos 
procesos en ovino (Galapero et al., 2016). No obstante, este estudio se ha limitado a 
al estudio de aislados procedentes de procesos subclínicos o crónicos detectados en 
matadero. En el futuro, el estudio debería hacerse extensivo a los aislados 
procedentes de brotes clínicos en los que puede haber una elevada mortalidad.  
En cuanto a P. multocida, tampoco se observaron diferencias en la 
tipificación molecular de los aislados procedentes de pulmones neumónicos y no 
neumónicos (datos no mostrados), si bien el limitado número de aislados 
procedentes de pulmones no neumónicos no permite realizar un análisis estadístico 
para determinar diferencias si las hubiera. No obstante, P. multocida es también un 
habitante habitual de la nasofaringe de los rumiantes (Wilson y Ho, 2013). Los 
resultados de este estudio indican que los aislados de P. multocida que desciende al 
pulmón y se asocian a las lesiones neumónicas son una subpoblación relativamente 
homogénea desde el punto de vista genético, puesto que la mayoría de los aislados 
están estrechamente relacionados y se agrupan en solo dos grupos genéticos, y en 
cuanto a su perfil de virulencia, puesto que la mayoría de los aislados mostraron el 
perfil tbpA+/toxA+. En este estudio también se ha demostrado que la mayoría de las 
cepas de P. multocida asociadas a las lesiones son toxigénicas. No obstante, estas 
cepas toxigénicas son genéticamente distintas de las que se asocian a la rinitis 
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atrófica porcina. Queda por determinar si la toxina tiene algún papel en el desarrollo 
de las lesiones neumónicas en el ganado ovino. 
Por último, P. multocida es un agente potencialmente zoonótico. La 
transmisión se produce principalmente por mordedura aunque también se ha 
descrito la transmisión por contacto directo con animales (Wilson y Ho, 2013). Por su 
parte, M. haemolytica se considera no zoónotica, no obstante se han descrito casos 
de transmisión a humana de especies del género Mannheimia (Lau et al., 2015). El 
papel de P. multocida como agente zoonótico ha sido muy poco estudiado así como 
otros aspectos relacionados con la salud pública como las resistencias 
antimicrobianas en los aislados de pequeños rumiantes. 
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1. Los tipos de secuencia ST16, ST28 y ST8 incluyeron el 80,3% de los aislados de M. 
haemolytica lo que indica una amplia distribución de estos genotipos en los 
pequeños rumiantes.  
2. El análisis de la base de datos de MLST de M. haemolytica indica que estos tres 
STs (ST16, ST28 y ST8), además de estar ampliamente distribuidos en pequeños 
rumiantes, no están presentes en bovino lo que parece indicar una adaptación de 
ciertos genotipos de M. haemolytica a los pequeños rumiantes. 
3. La ausencia de diferencias significativas (P > 0,05) en la distribución de los 
genotipos más frecuentes (ST16, ST28 y ST8) detectados por MLST (81,3% vs. 
80,4%) y por tipificación de los perfiles de virulencia (64% vs. 65,1%) de los 
aislados de M. haemolytica procedentes de lesiones neumónicas y de pulmones 
sin lesiones, junto con en el nivel de diversidad genética (DG 0,66 y DG 0,69, 
respectivamente) detectada por análisis de electroforesis de campo pulsado 
(PFGE), indica que las poblaciones de M. haemolytica procedentes de lesiones 
neumónicas y de pulmones sin lesiones son poblaciones genéticamente 
homogéneas. 
4. En el análisis de electroforesis de campo pulsado (PFGE) de los aislados ovinos de 
M. haemolytica se observó un alto nivel de diversidad genética lo que indica que 
múltiples genotipos pueden ser causantes de casos individuales de neumonía en 
ovino. 
5. Los genotipos ST50 (12/43; 27,9%) y ST19 (11/43; 25,6%) de P. multocida,  según 
el sistema Multi-host englobaron, el 53,5% de los aislados indicando que ambos 
están ampliamente distribuidos en ovino.  
6. Los análisis MLST por ambos sistemas de P. multocida, el Multi-host y el RIRDC, 
demostraron que los grupos genéticos y genotipos detectados en ovino incluían 
exclusivamente STs detectadas en rumiantes, mayoritariamente ovino, según 
ambas bases de datos públicas, lo que sugiere una adaptación específica de estos 
grupos al ovino. 
7. La presencia del gen toxA en combinación con el tbpA, específico de rumiantes, 
en el perfil mayoritario (69,8%) de los aislados de P. multocida ovinos y su 
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asociación con el tipo capsular A, indican que estas cepas ovinas son 
genéticamente distintas de las cepas toxigénicas asociadas a la rinitis atrófica 
porcina.  
8. La detección de la producción de la toxina PMT por ELISA en la mayoría (93,1%) 
de los aislados de P. multocida portadores del gen toxA evidencia la capacidad 
toxigénica de estas cepas. 
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